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 RESUMO 
 
O presente estudo foi dividido em dois capítulos. Primeiramente, foram 
determinadas as concentrações dos elementos Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, 
Ti, V e Zn em amostras de pimenta-do-reino comercializadas no estado do Espírito 
Santo. As amostras passaram por um procedimento de decomposição ácida 
assistida por radiação micro-ondas. Os elementos Fe e Zn foram determinados por 
espectrometria de absorção atômica em chama (F AAS), enquanto que os demais 
foram determinados utilizando a técnica de espectrometria de massas com plasma 
indutivamente acoplado (ICP-MS). A exatidão dos procedimentos foi avaliada 
através da análise do material de referência certificado Agro C1003a de folha de 
tomate. Os valores medidos usando a metodologia adotada neste trabalho e os 
valores certificados não apresentaram diferença significativa, quando o teste t-
Student com nível de confiança de 95% foi aplicado. Após verificação da exatidão, a 
metodologia de análise foi aplicada a 50 amostras de pimenta-do-reino comerciais. 
Para cada fabricante, denominados A, B, C, D e E, foram adquiridas 5 amostras em 
grão e 5 amostras moídas para verificar um possível aporte de elementos traço 
durante o processamento da pimenta-do-reino. Cada uma das amostras foi 
escolhida de um lote diferente, de forma a se obter uma maior variabilidade do 
conjunto de amostras que são comercializadas na região. Os resultados revelam 
que duas das cinco marcas analisadas apresentaram grande aumento das 
concentrações de Fe, Pb e V após o processamento, sugerindo que o acréscimo na 
concentração destes elementos pode ser influenciado pelo processo de moagem. 
Além disso, para as amostras onde houve aumento significativo de Pb, este excedeu 
os limites seguros para o consumo humano de acordo com a legislação brasileira 
que é de 200 μg kg-1. Na segunda parte do trabalho foi desenvolvida uma 
metodologia simples e rápida para a determinação de Pb em amostras de pimenta-
do-reino. O método desenvolvido consistiu no uso da amostragem de suspensão 
juntamente com a técnica de Espectrometria de absorção atômica com atomização 
em forno de grafite. A etapa de preparo das suspensões foi otimizada aplicando 
planejamento de experimentos. Parâmetros como temperatura de pirólise e 
atomização, calibração e necessidade do uso de modificadores químicos foram 
avaliados. A metodologia de análise apresentou simplicidade e rapidez nas suas 
etapas experimentais e forneceu baixos limites de detecção e quantificação. O 
método também apresentou boa exatidão e permitiu a calibração por meio de 
padrões aquosos. A metodologia adotada se apresenta como uma alternativa aos 
procedimentos tradicionais de análise e pode ser considerada adequada para 
análises de rotina podendo ser estendida para outros elementos traço presentes em 
pimenta-do-reino. 
 
Palavras-chave: pimenta-do-reino. elementos traço. processamento. ICP-MS. F 
AAS. GF AAS, amostragem de suspensão.  
 
 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
The present study was divided into two chapters. First, it was determined the 
concentrations of the elements Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Ti, V and Zn 
black pepper samples marketed in the State of Espírito Santo. The samples 
underwent an acidic decomposition procedure assisted by microwave radiation. The 
Fe and Zn elements were determined by flame atomic absorption spectrometry (F 
AAS), while the others were determined using the inductively coupled plasma mass 
spectrometry (ICP-MS) technique. The accuracy of the procedures was evaluated 
through the analysis of the certified reference material Agro C1003a of tomato leaf. 
The values measured using the methodology adopted in this study and the certified 
values did not present significant difference, when Student's t-test with 95% 
confidence level was applied. After verification of accuracy, the analysis methodology 
was applied to 50 commercial pepper samples. For each manufacturer, denominated  
as A, B, C, D and E, 5 grain samples and 5 ground samples were obtained to verify a 
possible supply of trace elements during the processing of the black pepper. Each of 
the samples was chosen from a different lot, in order to obtain a greater variability of 
the set of samples that are commercialized in the region. The results show that two of 
the five analyzed brands showed a great increase in the concentrations of Fe, Pb 
and V after grinding, suggesting that the increase in the concentration of these 
elements can be influenced by the milling process. Moreover, for samples where 
there was a significant increase in Pb, it exceeded safe limits for human consumption 
according to Brazilian legislation, which is 200 µg kg-1. In the second part of the work 
a simple and fast methodology for the determination of Pb in pepper samples was 
developed. The developed method consisted in the use of suspension sampling 
together with the technique of atomic absorption spectrometry with atomization in 
graphite furnace. The preparation stage of the suspensions was optimized applying 
experiment planning. Parameters such as pyrolysis and atomization temperatures, 
calibration and the necessity of use chemical modifiers were evaluated. The analysis 
methodology presented simplicity and speed in it experimental stages, and provided 
low limits of detection and quantification. The method also showed good accuracy 
and allowed the calibration by aqueous standards. The methodology adopted is 
presented as an alternative to the traditional procedures of analysis and can be 
considered adequate for routine analyzes, it also can be extended to other trace 
elements present in black pepper. 
 
Keywords: black pepper. trace elements. processing. ICP-MS. F AAS. GF AAS, 
slurry sampling. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 
A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é uma das especiarias mais consumidas e 
comercializadas no mundo. Seus grãos secos e moídos são muito utilizados na 
culinária para conferir sabor e aumentar o tempo de conservação de alimentos. Além 
disso, essa especiaria figura como um importante recurso medicinal devido às suas 
propriedades terapêuticas (NAIR, 2011).  
  
O Brasil se destaca como um dos principais países produtor e exportador desta 
especiaria e quase a totalidade da pimenta-do-reino produzida no país destina-se ao 
mercado externo (DUARTE, 2004). Em 2016, a produção brasileira foi a quarta 
maior entre os países produtores dessa piperácea (FAO, 2016). No estado do 
Espírito Santo, um dos principais produtores nacionais, a produção tem aumentado 
nos últimos anos. Segundo dados do IBGE (2017), durante o ano de 2017, o estado 
produziu 37,57 mil toneladas de pimenta-do-reino. Houve um aumento de quase 
300% na produção em relação ao ano anterior.  
  
Devido à grande demanda por essa piperácea para diversos fins e a competitividade 
do produto brasileiro no mercado internacional, faz-se necessário investigar como 
esse produto está sendo oferecido ao consumidor. O controle de sua qualidade é 
essencial para promover segurança à quem a consome, garantindo uma ingestão 
adequada de micronutrientes e minimizando a presença de contaminantes 
potencialmente tóxicos. 
 
A pimenta-do-reino, como também outras especiarias pode ter diversos focos de 
contaminações biológicas, físicas e químicas. Entre eles o cultivo em solos 
contaminados, resíduos de agrotóxicos e fertilizantes, água de irrigação 
contaminada, contaminação de equipamentos utilizados para seu processamento, 
secagem e armazenamentos feitos de forma inadequada (DARKO et al., 2014).  
 
As implicações associadas à contaminação de sistemas de produção agrícola por 
elementos tóxicos são motivo de grande preocupação, pois apesar de muitos 
elementos agirem como micronutrientes essenciais à manutenção da vida e serem 
18 
componentes naturais do planeta, outros podem representar um risco significativo 
para a saúde dos seres humanos (DIVRIKLI et al., 2006). Sendo assim, é crescente 
o número de estudos visando a determinação de elementos traço em amostras de 
materiais vegetais, tais como especiarias, ervas e plantas medicinais, inclusive em 
amostras de pimenta-do-reino. Todavia, não existem trabalhos avaliando como o 
processamento da amostra afeta as concentrações de elementos traço em amostras 
de pimenta-do-reino. Portanto, um dos objetivos deste trabalho foi determinar as 
concentrações de elementos traço em amostras de pimenta-do-reino em grão e 
moídas, avaliando a tendência de distribuição destes elementos em função do 
processamento das amostras. 
 
Buscando uma metodologia focada na determinação de chumbo, contaminante 
presente nas amostras de pimenta-do-reino, foi desenvolvida uma metodologia 
simples e rápida para a determinação deste em amostras de pimenta-do-reino 
utilizando a espectrometria de absorção atômica com atomização em forno de grafite 
e amostragem de suspensão.  
 
Na amostragem de suspensão, uma pequena porção da amostra sólida finamente 
moída é dispersa em um solvente adequado, formando uma suspensão sólido-
líquido que pode submetida a análise (MAGALHÃES & ARRUDA, 1998). O uso de 
suspensões apresenta algumas vantagens quando comparada aos métodos 
convencionais de preparo de amostras: maior detectabilidade; possibilidade de 
analisar pequenas quantidades de amostra; redução do tempo de análise, 
aumentando a frequência analítica; redução dos riscos de contaminação, devido à 
baixa exposição ao ambiente; uso reduzido de reagentes químicos e minimização de 
perdas do analito (KURFÜRST, 1998; NOMURA, et al., 2008).  
 
Apesar das vantagens associadas à amostragem de suspensões, algumas 
dificuldades podem surgir e, dependendo da amostra, podem ser um obstáculo para 
aplicação em análise de rotina (NOMURA, et al., 2008). Portanto, embora diversos 
estudos indiquem a eficácia da amostragem de suspensões em GF AAS e em outras 
técnicas analíticas, são necessários estudos para otimização do preparo das 
amostras para diferentes matrizes. Diante disso, o segundo objetivo desse trabalho 
foi desenvolver uma metodologia para determinação de chumbo em amostras de 
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pimenta-do-reino utilizando amostragem de suspensão e análise pela técnica de 
espectrometria de absorção atômica com atomização em forno de grafite (GF AAS). 
A etapa de preparo das suspensões foi otimizada aplicando planejamento de 
experimentos. Parâmetros como temperatura de pirólise e atomização, calibração e 
necessidade do uso de modificadores químicos também foram avaliados. Por fim, as 
principais figuras analíticas de mérito do método analítico proposto foram 
verificadas. 
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Capítulo I. Determinação de elementos traço em amostras de 
pimenta-do-reino comercializadas no Espírito Santo: avaliação do 
efeito do processamento 
 
1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Histórico 
 
Nativa da costa de Malabar no sudoeste da Índia, inicialmente a pimenta-do-reino foi 
introduzida nas ilhas da Indonésia. Depois disso, a pimenta foi levada para várias 
ilhas do Pacífico, países do sudeste Asiático e, posteriormente, à África tropical e à 
América. Atualmente, a pimenta é cultivada em cerca de 26 países (RAVINDRAN, 
2003). 
 
A história da pimenta-do-reino está muito entrelaçada com a história da humanidade. 
Várias cidades puderam traçar sua prosperidade econômica ao redor do vigoroso 
comércio dessa especiaria. Na Europa medieval, a pimenta-do-reino era tão valiosa 
que seus grãos chegaram a ser conhecidos como ouro negro e foram utilizados por 
muito tempo como moeda de troca, para pagamento de dotes e heranças e reservas 
de capital (RAVINDRAN, 2003). 
 
Embora hoje seja comumente encontrada na mesa do mundo todo, no século XV, a 
grande demanda dessa especiaria e os lucros do seu comércio, que até então era 
monopólio dos mercadores de Veneza, fizeram com que outras nações buscassem 
novas rotas para chegar a Índia. Desse modo, a cobiça pelo comércio das 
especiarias, em especial a pimenta deu início a Era dos Descobrimentos e ainda ao 
processo de ocupação da América pelos europeus a partir do século XVI (LE 
COUTEUR, 2006). 
 
No Brasil, a pimenta-do-reino foi introduzida no século XVII primeiramente na Bahia. 
O seu cultivo em grande escala foi estabelecido somente em 1933, inicialmente no 
estado do Pará, quando imigrantes japoneses trouxeram mudas da cultivar 
Cingapura (RAVINDRAN, 2003). Rapidamente o cultivo de pimenta no Brasil 
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testemunhou um período de sucesso fenomenal e o país assumiu uma posição de 
grande produtor e exportador. Atualmente, o Brasil ainda é um dos maiores 
produtores mundiais de pimenta-do-reino e a quase totalidade do que é produzido 
no país destina-se ao mercado externo (FAO, 2016). 
 
1.2. Mercado Mundial e Brasileiro 
 
Os maiores produtores mundiais de pimenta-do-reino são Vietnã, Indonésia, Índia, 
Brasil, China, Sri Lanka e Malásia (FAO, 2016). Enquanto os países que mais 
importam essa especiaria são Estados Unidos e alguns países da Europa e Ásia, 
como Japão e Cingapura (DE LEMOS et al., 2014). 
  
Em 2016, a produção mundial foi de 546,3 mil toneladas, sendo o Vietnã 
responsável por 49,61% da produção, seguido da Indonésia com 15,05% e Índia 
com 10,07%. O Brasil ficou em quarto lugar com 54,42 mil toneladas, representando 
9,96% da produção total. Em 2017 a produção brasileira aumentou 
significativamente, para cerca de 78,7 mil toneladas como mostrado na figura 1 
(IBGE, 2017). 
 
Figura 1. Histórico da produção de pimenta-do-reino no Brasil no período de 2007 a 2017.  
Fonte: IBGE, 2017. 
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Os maiores produtores e exportadores nacionais de pimenta-do-reino são os 
estados do Espírito Santo e do Pará (IBGE, 2017). No Espírito Santo, os plantios se 
concentram na região norte do estado, sendo o município de Linhares o pioneiro no 
cultivo e o município de São Mateus o maior produtor estadual. A cultura da 
pimenta-do-reino é uma da mais rentáveis para o estado por se tratar de um 
produção de exportação, que alcança um elevado preço no mercado internacional 
(DE LEMOS et al., 2014). 
  
A produção de pimenta-do-reino no Espírito Santo tem aumentado nos últimos anos. 
Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2017), 
durante o ano de 2017, o estado produziu 37,57 mil toneladas de pimenta-do-reino. 
Houve um aumento de quase 300% na produção em relação ao ano anterior. A 
produção capixaba representou 47,8% da produção nacional ficando a frente do 
estado do Pará, cuja a produção representou 45,1% (Figura 1). 
  
Devido a importância no mercado, tanto externo como interno, e por ser uma 
especiaria bastante consumida, é preciso ter conhecimento da composição da 
pimenta-do-reino e do seu processo produtivo para se ter um controle da qualidade 
garantindo segurança aos consumidores.  
 
1.3. Pimenta-do-reino (Piper Nigrum L.) 
 
1.3.1. Botânica e composição química  
 
Os grãos de pimenta-do-reino são os frutos secos e maduros da Piper Nigrum L., 
uma planta trepadeira de clima tropical, perene que pertence à família Piperaceae 
(Figura 2). O fruto da pimenteira é botanicamente uma drupa, mas muitas vezes 
referido como uma baga e se apresenta na forma de ramos. As bagas possuem um 
sabor picante e aroma forte (PETER, 2006). 
 
A química da pimenta abrange os compostos que contribuem para a sua pungência 
e os compostos que conferem o seu aroma característico. O aroma da pimenta se 
deve ao óleo essencial presente nos frutos, enquanto a pungência se deve ao 
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alcalóide piperina (RAVINDRAN, 2003). Além desses compostos, alguns 
micronutrientes compõem a pimenta-do-reino e são apresentados na tabela 1.  
 
Figura 2. Pimenteira do reino (Piper nigrum L.).  
Fonte: Disponível em: <https://www.flickr.com/photos/scotnelson/5815459311/>. Acesso em jan. 2018. 
 
Tabela 1. Relatório aproximado dos componentes nutricionais presentes em 100 g de amostra de 
pimenta-do-reino.   
Composição USDA Handbook 8-2
1
 ASTA
2
 
Água (g) 10,510 8,000 
Valor energético (kcal) 255,000 4000,000 
Proteína (g) 10,950 10,000 
Gorduras totais (g) 3,26
3
 10,200
3
 
Carboidratos (g) 64,810 66,500 
Cinzas (g) 4,330 4,600 
Cálcio (g) 0,437 0,400 
Fósforo (mg) 173,000 160,000 
Sódio (mg) 44,000 10,000 
Potássio (mg) 1259,00 1200,000 
Ferro (mg) 28,860 17,000 
Tiamina (mg) 0,109 0,070 
Riboflavina (mg) 0,240 0,210 
Niacina (mg) 1,142 0,800 
Ácido ascórbico (mg) - ND
4
 
Vitamina A (atividade 
equivalente de retinol) 
19,000 19,000 
1 Composition of Foods: Spices and Herbs. USDA Agricultural Handbook 8–2, Jan 1977.  
2 The Nutritional Composition of Spices, ASTA Research Committee, Feb 1977. 
3 Piperina subtraída do valor lipídico. 
4 ND = Não detectado. 
Fonte: PETER, 2006. 
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1.3.2. Cultivo e processamento da pimenta-do-reino 
 
Para o cultivo das mudas de pimenta-do-reino, alguns requisitos climáticos são 
necessários, como uma alta precipitação, temperaturas elevadas (25-27ºC) e alta 
umidade relativa (superior a 80%), que é típico da região tropical quente e úmida 
(RAVINDRAN, 2003). 
  
O solo deve ser bem drenado e com textura média pois não secam tão rápido 
quanto os arenosos e não encharcam tão facilmente quanto os argilosos, retendo a 
umidade por um período mais longo. Por ser uma planta trepadeira, a pimenteira 
requer suportes (tutores) para seu bom desenvolvimento. Os tutores podem ser 
mortos (estacas de caules) ou vivos. Os tutores vivos mais utilizados são gliricídia 
(Gliricídia sepium) e nim (Azadirachta indica). Tratos fitossanitários e o uso de 
fertilizantes também são essenciais para evitar doenças e manter a fertilidade do 
solo e a produtividade da pimenta (DE LEMOS et al., 2014; RAVINDRAN, 2003). 
  
As pimenteiras começam a dar frutos 2 a 5 anos após o plantio e continuam a dar 
frutos a cada três anos. A maturação das espigas geralmente ocorre 6 meses após a 
floração (RAVINDRAN, 2003). A coloração das sementes depende do período de 
colheita e do tratamento que recebem, o que influencia no seu aroma e sabor 
(BASTOS, 2005). Os grãos podem ser comercializados nas colorações preta, 
vermelha, branca e verde. O produtor brasileiro produz majoritariamente a pimenta 
preta, cujas espigas são colhidas quando os frutos estão semimaduros, 
apresentando alguns frutos vermelhos e o restante com coloração verde-clara ou 
amarelada (DE LEMOS et al., 2014). 
  
Após a maturação as espigas são colhidas e as bagas de pimenta são retiradas 
manualmente ou mecanicamente (debulhadores). Depois, os frutos passam por um 
procedimento de secagem que é a parte mais importante do processo, pois afeta a 
qualidade do produto final. Os grãos podem ser secos a céu aberto em terreiros, 
onde a pimenta-do-reino é espalhada em lonas de polietileno. Outra maneira é secá-
los sobre malhas suspensas. Alguns pipericultores também utilizam secadores a 
lenha ou a diesel com aquecimento indireto (DE LEMOS et al., 2014; RAVINDRAN, 
2003). 
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Depois de secos os grãos são submetidos à ventilação para remover as impurezas, 
galhos, poeira, pó e pimenta chocha, seguida de peneiragem, classificação e 
padronização. Para agregar valor ao produto final, a pimenta também pode ser 
moída. No entanto, moer especiarias as tornam vulneráveis a deterioração e 
contaminação (DE LEMOS et al., 2014). 
 
Por fim, a pimenta moída deve ser embalada em sacos de polipropileno para evitar a 
perda de sabor e os grãos inteiros devem ser embalados em pacotes à prova de 
umidade (RAVINDRAN, 2003). Um resumo do processo produtivo da pimenta é 
apresentado na figura 3. 
 
 
Figura 3. Resumo do processo de produção de pimenta-do-reino.  
Fonte: Adaptado de: < http://www.fao.org/3/a-au148e.pdf>. Acesso em jan. 2018. 
 
1.4. Elementos traço em amostras de pimenta-do-reino 
 
Durante as etapas do processo produtivo a pimenta-do-reino pode sofrer 
contaminações pelo plantio em solos contaminados, uso de agrotóxicos e 
fertilizantes, uso de água de irrigação contaminada, além de processamento, 
secagem e armazenamentos feitos de forma inadequada (DARKO et al., 2014). 
Outra fonte de contaminação comum é a adição intencional de substâncias com 
valor inferior e que tem propriedades similares a pimenta. Adulterantes que podem 
Plantio
Tratos culturais e 
fitossanitários
Colheita
Secagem
Beneficiamento
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26 
ser encontrados são caules, palha, matéria orgânica similar e compostos sintéticos 
utilizados para adulterar óleo essencial de pimenta (PETER, 2006). 
 
Uma forma de controlar a qualidade e segurança do consumo da pimenta-do-reino 
para a saúde humana é o constante monitoramento dos níveis de elementos tóxicos 
e micronutrientes que a constituem. Apesar de muitos elementos agirem como 
micronutrientes essenciais à manutenção da vida, a separação entre a sua 
essencialidade e toxicidade, em geral, é muito estreita (LOBINSKI et al., 2006). 
Esses elementos geralmente são encontrados em concentrações muito baixas e são 
conhecidos como elementos traço, ocorrendo em níveis de mg kg-1 ou abaixo disso.  
  
Alguns elementos, além de serem componentes naturais do planeta, são também 
originados em função de atividades antrópicas. Quando incorporados ao ambiente, o 
potencial tóxico desses elementos é controlado por suas diferentes formas químicas 
e estados de oxidação, pelas suas concentrações e pelo nível de exposição 
(KENNISH, 1996). A dosagem tóxica é a quantidade de certo elemento que 
manifesta efeito tóxico dentro de células ou órgãos, sendo que uma alteração na sua 
concentração pode resultar em uma série de disfunções e patologias (GIMBERT et 
al., 2008). Alguns elementos, por exemplo, possuem a capacidade de acumulação 
podendo ser incorporados ao longo da cadeia alimentar e atingir diferentes níveis 
tróficos (COSTA et al., 2008). 
  
Diante disso, é crescente o número de estudos visando a determinação de 
elementos traço em amostras de materiais vegetais, tais como especiarias, ervas e 
plantas medicinais, inclusive em amostras de pimenta-do-reino. 
 
1.5. Determinação de elementos traço em amostras de pimenta-do-reino 
 
Em 2004, Özcan e Akbulut determinaram as concentrações de Al, B, Ca, Cd, Cr, Cu, 
Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb, Sr, V e Zn em 31 tipos de plantas medicinais e 
aromáticas retiradas da região sul da Turquia, incluindo a pimenta-do-reino. Os 
elementos foram determinados por espectrometria de emissão atômica com plasma 
indutivamente (ICP OES). As amostras foram decompostas com auxílio de radiação 
micro-ondas após tratamento com ácido nítrico concentrado (HNO3).  
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Em 2008, Arpadjan et al. determinaram as concentrações de As, Cd e Pb em 
mostras de ervas da Bulgária. Os elementos foram determinados utilizando 
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e a 
espectrometria de absorção atômica com forno de grafite (GF AAS), após 
decomposição com HNO3 concentrado e utilização de radiação micro-ondas.  
 
Em 2011, Baysal e Akman determinaram Pb e Cu em amostras de pimenta-do-reino 
obtidas comercialmente nos mercados de Istambul. Inicialmente, as amostras 
passaram por um procedimento de decomposição ácida assistida por radiação 
micro-ondas e foram analisadas pela técnica GF AAS. Posteriormente, as amostras 
em pó foram analisadas diretamente por essa mesma técnica.  
  
Em 2012, Karadaş e Kara determinaram as concentrações de As, Ba, Ca, Cd, Co, 
Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Sr e Zn em amostras de ervas e especiarias (incluindo a 
pimenta-do-reino) utilizando tanto ICP OES, quanto ICP-MS. As amostras foram 
tratadas com HNO3 concentrado e aquecidas suavemente por duas horas sobre uma 
placa aquecedora até completa decomposição.  
  
Em 2013, De La Calle et al. determinaram as concentrações de P, K, Ca, Cr, Mn, Fe, 
Ni, Cu, Zn e Pb em amostras de ervas e especiarias utilizando extração assistida por 
ultrassom em combinação com a Fluorescência de Raios X por reflexão total. A 
análise de discriminante linear juntamente com as concentrações elementares 
obtidas permitiu a diferenciação das amostras comerciais correspondentes a flores, 
frutas e folhas.  
  
Em 2014, Darko et al. determinaram as concentrações de Fe, Zn, Cu, Cd e Pb em 
temperos da região de Ghana. As amostras foram digeridas com uma mistura de 
com H2O, HCl, HNO3, HClO4 e H2SO4 com aquecimento à 200 ºC. Os elementos 
foram determinados utilizando a técnica de espectrometria de absorção atômica com 
chama (F AAS).  
  
Em 2014, Khan et al. determinaram as concentrações de 23 elementos em 
especiarias aromáticas por ICP-MS, após decomposição ácida assistida por 
radiação micro-ondas. No conjunto, alguns dos elementos essenciais tiveram boa 
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contribuição nutricional e os níveis de elementos tóxicos, incluindo As, Cd e Pb, 
foram muito baixos e não revelaram qualquer ameaça para os consumidores. 
  
Em 2015, Soliman determinou as concentrações de As, Cu, Fe e Zn em amostras de 
especiarias e ervas mais utilizada na culinária egípcia, incluindo a pimenta-do-reino. 
Dez amostras foram compradas diretamente dos mercados locais do Egito. As 
concentrações dos elementos nas amostras foram determinadas utilizando a técnica 
de F AAS, após decomposição ácida.  
  
Em 2016, Jawad determinou as concentrações de Pb, Cd, Cr, Fe, Mn e Cu em 
amostras de especiarias e ervas medicinais utilizadas no Iraque, incluindo a 
pimenta-do-reino. Foram adquiridas 270 amostras diretamente em diferentes 
mercados locais. As concentrações dos elementos nas amostras foram 
determinadas utilizando a técnica de F AAS após decomposição ácida.  
  
A maior parte dos estudos envolvendo determinação elementar em amostras de 
pimenta-do-reino faz uso de técnicas espectrométricas. Essas técnicas são 
amplamente utilizadas na determinação de diferentes elementos nas mais diversas 
matrizes. 
 
1.6. Técnicas espectrométricas empregadas na análise elementar 
 
Entre as principais técnicas de espectrometria atômica, estão as técnicas de 
espectrometria de absorção atômica em chama (F AAS) e com atomização 
eletrotérmica em forno de grafite (GF AAS), e as técnicas que utilizam o plasma 
indutivamente acoplado (ICP) como fonte de energia, tais como a espectrometria de 
emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e a espectrometria 
de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).  
  
Para a escolha da técnica mais apropriada, alguns fatores devem ser levados em 
consideração, como por exemplo o nível de concentração esperado para os analitos, 
o número de elementos que se deseja determinar, o custo da análise, tempo 
disponível, quantidade de amostras, entre outros (CORREIA, 2014). 
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1.6.1. Espectrometria de absorção atômica com chama (F AAS) 
 
A instrumentação básica da técnica de F AAS está representada na figura 4. O 
princípio básico dessa técnica envolve o uso de um nebulizador pneumático, 
operando pela ação de fluxo de gás comprimido, que succiona a solução da amostra 
e a converte em um aerossol. Esse aerossol é constituído por pequenas gotículas 
que entram numa câmara de nebulização, e chegam ao queimador arrastado pelos 
gases combustível e oxidante (KRUG et al., 2004).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Configuração tradicional do espectrômetro de absorção atômica em chama.  
Fonte: Adaptado de: <https://orgspectroscopyint.blogspot.com.br/2013/07/atomic-absorption-
spectroscopy.html>. Acesso em jan. 2018. 
 
Quando uma solução contendo o elemento de interesse é aspirada e nebulizada 
pneumaticamente, somente uma pequena fração desse aerossol (5 a 10%) entrará 
em contato com a chama. A pequena fração que chegou ao queimador, passará por 
sucessivas mudanças de estado físico, até que, finalmente, os átomos livres sejam 
produzidos na chama. Esses átomos, por conseguinte, provocam a atenuação do 
feixe de radiação proveniente da fonte devido à absorção pelo elemento. Esta 
atenuação da radiação é diretamente proporcional à quantidade de átomos 
presentes no atomizador, sendo possível quantificar o elemento de interesse (WELZ, 
2008; KRUG, 2004). 
 
A F AAS é amplamente utilizada na determinação de diversos elementos 
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principalmente em análise de amostras líquidas. Porém, a sensibilidade dessa 
técnica é relativamente limitada, apresentando limites de detecção na faixa de mg 
kg-1. 
 
1.6.2. Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado 
(ICP-MS) 
 
A determinação de elementos em baixas concentrações requer a utilização de 
técnicas analíticas suficientemente sensíveis e versáteis. Uma das principais 
vantagens da técnica de ICP-MS é a sua capacidade multielementar, assim como a 
espectrometria de emissão óptica com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP 
OES). Outra vantagem dessa técnica é a sua alta sensibilidade, ou seja, com ela 
limites de detecção extremamente baixos podem ser alcançados, de maneira que é 
possível determinar elementos na faixa mg kg-1, como também na faixa de ng kg-1. 
Esta capacidade única torna a técnica muito atraente em comparação com outras 
técnicas para determinação de elementos traço, como GF AAS, F AAS e ICP OES 
que são tradicionalmente utilizadas para a determinação de elementos em maiores 
concentrações (THOMAS, 2013). 
  
A figura 5 mostra os componentes básicos que compõem um ICP-MS. A amostra, 
que geralmente deve estar na forma líquida, é succionada com o auxílio de uma 
bomba peristáltica para um nebulizador, onde é convertida em um aerossol fino. As 
gotículas finas do aerossol, que representam apenas 1-2% da amostra, são 
separadas das gotículas maiores por meio de uma câmara de nebulização. O 
aerossol fino é então transportado para o plasma através de um injetor de amostra 
(THOMAS, 2013). 
 
A tocha de plasma, que está posicionada horizontalmente, é usada para gerar íons 
carregados positivamente. O plasma é uma mistura gasosa condutora que contém 
uma concentração significativa de cátions e elétrons. A  ionização do fluxo de 
argônio é iniciada por uma centelha proveniente de uma bobina Tesla, 
proporcionando uma descarga elétrica que provocam as primeiras ionizações do 
argônio (SKOOG et al., 1997). Uma vez formados no plasma, os íons argônio são 
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capazes de absorver energia suficiente para manter a temperatura em um nível no 
qual ionizações adicionais sustentam o plasma, indefinidamente. Temperaturas 
maiores que 10.000 K são encontradas, o que garante a completa atomização e/ou 
ionização da maioria dos elementos presentes (GINÉ-ROSIAS, 1998). 
 
 
 
Figura 5. Representação esquemática do ICP-MS.  
Fonte: Adaptado de: <https://www.webdepot.umontreal.ca/Usagers/wilkinsk/MonDepotPublic/images 
/icpmsv22.jpg?crc=4152550592>. Acesso em jan. 2018. 
 
Na figura 6 é representada uma tocha utilizada no ICP-MS, que é constituída por 
três tubos concêntricos de quartzo, com entradas independentes por onde fluem 
correntes de gás argônio. Na parte superior está uma bobina de indução alimentada 
por um gerador de radio frequência e refrigerada por gás ou água. Na parte exterior 
da tocha, o gás argônio é introduzido ao redor das paredes do tubo de forma 
tangencial, isolando termicamente o tubo mais externo, refrigerando as paredes 
internas do tubo central e centralizando radialmente o plasma (GINÉ-ROSIAS, 
1998). 
  
Uma vez que os íons são produzidos no plasma, eles são direcionados para o 
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espectrômetro de massa através de uma região da interface, que é mantida em um 
vácuo na ordem de 10-6 torr. Esta região de interface consiste em dois cones 
metálicos (geralmente de níquel), chamados de cone amostrador e cone skimmer, 
cada um com um pequeno orifício para permitir que os íons passem e sejam guiados 
para o analisador de massas (o quadrupolo). No quadrupolo, os íons são 
selecionados com base na razão massa/carga e, em seguida, enviados ao 
multiplicador de elétrons para detecção (THOMAS, 2013). 
 
 
Figura 6. Representação do plasma indutivamente acoplado.  
Fonte: TREVELIN, 2014. 
 
1.7. Quimiometria 
 
A moderna instrumentação das técnicas de análise química permite coletar uma 
quantidade considerável de dados ou informações em um curto espaço de tempo. 
As técnicas espectrométricas, por exemplo, contam cada vez mais com detectores 
sofisticados que possibilitam medir simultaneamente muitas variáveis ao se analisar 
uma única amostra. Situações como esta, geram dados que precisam de 
tratamentos mais complexos do ponto de vista matemático e estatístico do que os 
tratamentos empregando os métodos tradicionais univariados. Essa realidade 
impulsionou o desenvolvimento da quimiometria, um ramo da química que se baseia 
na aplicação de métodos matemáticos, estatísticos e computacionais com intuito de 
obter informações mais ricas sobre um conjunto de dados de interesse químico 
(BRUNS e FAIGLE, 1985). 
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1.7.1. Análise exploratória 
 
Dentre as subáreas da quimiometria está análise exploratória de dados, que é 
empregada para agrupar os dados que possuem similaridades entre si. Os métodos 
de análise exploratória (também conhecidos como reconhecimento de padrões) 
empregados com essa finalidade são: análise de componentes principais (PCA), 
análise de agrupamento hierárquico (HCA) e análise de discriminantes lineares 
(LDA). Os métodos PCA e a HCA são classificados como não supervisionados, ou 
seja, a princípio, nenhuma informação sobre a identidade das amostras é 
considerada. Por outro lado, LDA  é classificado com método supervisionado, onde 
são consideradas as informações a respeito da identidade das amostras (BRUNS e 
FAIGLE, 1985). 
 
1.7.2. Análise de componentes principais (PCA) 
 
A análise de componentes principais (PCA) é um método utilizado para reduzir a 
dimensionalidade dos dados empregando combinações lineares das variáveis 
originais de forma a se obter novas variáveis, denominadas componentes principais 
(PCs) (BRUNS e FAIGLE, 1985). A PCA gira o espaço de dados original, tal que os 
eixos do novo sistema de coordenadas apontam para direções de maior variância 
dos dados (assumida como a maioria das informações relevantes). Como exemplo, 
na figura 7 (à esquerda) é possível identificar o plano bidimensional que descreve a 
maior variabilidade dos dados. Este subespaço de menor dimensão pode então ser 
girado de forma a se obter uma representação bidimensional dos dados que 
capturam a maior parte da variância útil (SCHOLZ, 2006). 
 
Os eixos ou novas variáveis (PCs) são ordenados por variância: o primeiro 
componente, PC 1, representa a direção da maior variação dos dados. A direção do 
segundo componente, PC 2, representa a maior variância restante ortogonal ao 
primeiro componente. Isso pode ser estendido para obter o número necessário de 
componentes que, em conjunto, abrangem a quantidade desejada de variância 
(SCHOLZ, 2006; BRUNS e FAIGLE, 1985). Usar um número menor de componentes 
principais em vez dos dados originais de n-dimensões é um passo de pré-
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processamento comum que permite muitas vezes examinar a presença ou a 
ausência de agrupamentos naturais entre as amostras (SCHOLZ, 2006). 
 
 
Figura 7. Diagrama ilustrando as duas componentes principais, PC1 e PC2, para três variáveis X1, X2 
e X3.  
Fonte: Adaptado de: SCHOLZ, 2006. 
 
1.7.3. PCA aplicada à química de alimentos 
 
Diversos trabalhos são encontrados na literatura empregando as técnicas 
exploratórias de dados em conjunto com às técnicas instrumentais para a 
classificação de diversos tipos de amostras. Kelly et al. (2005) determinaram 23 
elementos em amostras de mel produzidas no na Itália. Os autores aplicaram PCA 
observando tendências a agrupamentos de acordo a sua origem. A análise PCA 
destacou a relação entre a distribuição dos elementos e o tipo de mel.  
 
Um estudo realizado por Šperková e Suchánek (2005) envolveu o uso da PCA para 
a classificação da origem de 53 amostras de vinho. Foi possível identificar grupos de 
elementos característicos de cada região produtora. 
 
Sola-Larrañaga e Navarro-Blasco (2009) utilizaram PCA para diferenciar e classificar 
amostras de leite de vaca usando sua composição de mineral. O agrupamento das 
amostras foi atribuído a fatores intrínsecos (lactogênese) e outros fatores 
extrínsecos, como variação sazonal, alimentação animal ou localização geográfica. 
Além disso, a aplicação da PCA foi útil para uma compreensão mais profunda das 
mudanças na composição do leite de vaca de acordo com as diferentes estações.  
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Tormen et al. (2011) utilizaram a PCA para avaliar possíveis tendências de 
agrupamento para 19 amostras de sucos de frutas industrializados de 7 marcas 
diferentes. Os autores concluíram que as amostras se agruparam por marcas e não 
por sabores. Esses resultados foram associados à diferentes condições de 
processamento, armazenamento e uso de aditivos utilizado pelas diferentes marcas. 
 
Karadaş e Kara (2012) utilizaram a PCA para classificar amostras de ervas (hortelã, 
tomilho e alecrim) e especiarias (pimenta-do-reino, chili pepper, canela, cominho, 
pimenta vermelha doce e açafrão) de acordo com a sua composição química. 
Usando essa ferramenta quimiométrica, os autores conseguiram separar as 
amostras em cinco grupos com composições minerais distintas.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo Geral 
 
Determinar as concentrações de elementos traço em amostras de pimenta-do-reino 
em grão e moídas comercializadas no Espírito Santo, avaliando a tendência de 
distribuição destes elementos em função do processamento das amostras. 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
 Realizar o pré-tratamento das amostras para posterior determinação dos 
elementos traço. 
 
 Estabelecer as características de desempenho do método de análise para a 
determinação dos elementos Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Ti, V e Zn. 
 
 Determinar as concentrações dos elementos Fe e Zn presentes em amostras 
de pimenta-do-reino, em grãos e moídas, utilizando a técnica de 
espectrometria de absorção atômica em chama (F AAS).  
 
 Determinar as concentrações dos elementos Cd, Co, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, 
Ti e V presentes em amostras de pimenta-do-reino, em grãos e moídas, 
utilizando a técnica de espectrometria de massas com plasma indutivamente 
acoplado (ICP-MS). 
 
 Avaliar a tendência de distribuição destes elementos em função do 
processamento das amostras. 
 
 Fazer uma comparação dos resultados obtidos com aqueles já divulgados em 
artigos científicos e com os limites máximos estabelecidos pela legislação. 
 
 Realizar um estudo estatístico das concentrações obtidas usando a análise 
de componentes principais (PCA). 
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 
 
3.1. Instrumentação 
 
Para o preparo das amostras foi utilizado estufa (Ethik Technology, Brasil) modelo 
402-D, balança analítica (Sartorius, Alemanha) modelo ED224S com precisão de 
±0,0001g e centrífuga para tubos microprocessada (Quimis, Brasil) modelo 
Q222TM204. Para a decomposição ácida das amostras foi utilizado forno micro-
ondas (Anton Paar, Áustria) modelo Multiwave GO. 
 
As análises envolvendo a técnica de espectrometria de absorção atômica foram 
realizadas em um espectrômetro modelo AAS ZEEnit 700 BU (Analytik Jena, 
Alemanha) (Figura 8). Lâmpadas de cátodo oco (Analytik Jena, Alemanha) foram 
empregadas como fonte de radiação. Uma chama ar/acetileno foi utilizada e a 
correção de fundo foi realizada por uma lâmpada de deutério. 
 
 
Figura 8. Espectrômetro de absorção atômica, modelo AAS ZEEnit 700 BU (Analytik Jena, 
Alemanha). 
Fonte: Arquivo pessoal. 
 
Para as análises envolvendo a técnica de espectrometria de massas com plasma 
indutivamente acoplado foi utilizado o espectrômetro (Perkin Elmer, Estados 
Unidos), modelo NexION™ 300 (Figura 9). O gás argônio foi utilizado para a 
manutenção/geração do plasma, aspiração da amostra e como gás auxiliar.  
 
38 
 
Figura 9. Espectrômetro de massas com plasma indutivamente acoplado, modelo NexION™ 300 
(Perkin Elmer, Estados Unidos). 
Fonte: Disponível em: <https://www.uj.ac.za/faculties/science/Spectrum/Pages/Mass-
spectroscopy.aspx>. Acesso em jan. 2018. 
 
3.2. Materiais e reagentes 
 
Todos os materiais utilizados nesse estudo passaram por um procedimento de 
descontaminação, no qual foram deixados em banho de Extran MA 02 Neutro 
(Merck, Darmstadt, Alemanha) por 24 horas, lavados com água deionizada tipo 2 
(PURELAB Option, DV 35, Elga) e deixados em banho de HNO3 15% vv
-1 por no 
mínimo 24 horas. Após esse período, os materiais foram lavados com água 
ultrapura, tipo 1+ (PURELAB Ultra Mk 2, resistividade 18,2 MΩ cm, Elga, Reino 
Unido), secos a temperatura ambiente. A contaminação foi avaliada posteriormente 
pelo controle do branco. 
  
Acetileno (2.8 AA), ar sintético (5.0 FID) e argônio (5.0 Analítico) (White Martins 
Gases Industriais Ltda, Brasil) foram os gases utilizados para as análises das 
amostras nos espectrômetros. 
 
As soluções foram preparadas utilizando água ultrapura tipo 1+, peróxido de 
hidrogênio (H2O2) 30% v v
-1 (Proquimios Comércio e Indústria Ltda, Brasil) e ácido 
nítrico (HNO3) (Neon Comercial Ltda, Brasil) purificado no destilador de ácido 
Subboiling Distillacid BSB939 IR (Berghof, Alemanha).  
 
As soluções padrão dos elementos Cd, Co, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Ti e V, utilizadas 
para a construção das curvas analíticas e para os testes de adição e recuperação, 
foram preparadas a partir da diluição adequada, com HNO3 5% v v
-1, de uma solução 
padrão multielementar PlasmaCAL QC Standard 3 140-102-051 (SCP Science, 
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Canadá) que continha os elementos nas concentrações de 1000 mg L-1 em HNO3 
4% v v-1. As soluções dos padrões internos Ir e In foram preparadas a partir da 
diluição adequada de uma solução padrão monoelementar (SpecSol, Brasil) que 
continha os elementos nas concentrações de 1000 mg L-1 em HNO3 5% v v
-1. 
 
As soluções padrão dos elementos Fe e Zn utilizadas para a construção das curvas 
analíticas e para os testes de adição e recuperação foram preparadas a partir da 
diluição adequada de uma solução padrão monoelementar (SpecSol, Brasil) que 
continha os elementos nas concentrações de 1000 mg L-1 em HNO3 4% v v
-1. 
 
3.3. Amostras e material de referência 
 
As amostras de pimenta-do-reino (em grão e moídas) foram adquiridas diretamente 
de estabelecimentos comerciais da região da Grande Vitória, Espírito Santo, Brasil. 
Como não estão comercialmente disponíveis MRC com composição idêntica à da 
amostra em estudo, o MRC Agro C1003a – Folha de tomate foi utilizado para a 
verificação da exatidão dos métodos utilizados. 
 
3.4. Preparo das amostras 
 
Todas as amostras analisadas passaram por um processo de secagem em estufa a 
60ºC por 72 horas e foram então armazenadas em frascos plásticos 
descontaminados. Antes da secagem as amostras em grão foram primeiramente 
trituradas com auxílio de um gral e pistilo.  
 
Para o procedimento de decomposição pseudo total das amostras de pimenta-do-
reino ou do material de referência certificado, cerca de 200 mg em peso seco das 
amostras foram pesados em frascos específicos para o uso em forno micro-ondas, 
onde foram adicionados 1 mL de HNO3 concentrado, 1 mL de H2O2 30% v v
-1 e 6 mL 
de água ultrapura tipo 1+. Os frascos foram devidamente fechados e a mistura 
submetida à decomposição assistida por radiação micro-ondas conforme o 
programa de aquecimento descrito na tabela 2.  
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Tabela 2. Programa de aquecimento utilizado na decomposição ácida assistida por radiação micro-
ondas. 
Etapa trampa (min) T (ºC) tpermanência (min) 
1 10:00 100 10:00 
2 10:00 180 10:00 
Resfriamento - 50 - 
 
Após a decomposição ácida, as amostras foram transferidas quantitativamente para 
tubos de polipropileno e o volume foi aferido para 15 mL. As soluções foram 
centrífugadas antes da análise a fim de evitar possíveis entupimentos durante a 
introdução das amostras nos espectrômetros. 
 
3.5. Determinação dos elementos traço nas amostras de pimenta-do-
reino comerciais 
 
3.5.1. Determinação de Fe e Zn por F AAS 
 
Após a decomposição ácida assistida por radiação micro-ondas, as amostras foram 
analisadas utilizando a técnica de espectrometria de absorção atômica em chama (F 
AAS) para a determinação de Fe e Zn. Os brancos de preparo foram submetidos 
aos mesmos procedimentos que as amostras. As condições operacionais do 
espectrômetro foram escolhidas baseadas nas recomendações do fabricante ou 
utilizando a otimização automática disponível no software do equipamento e estão 
descritas na tabela 3. 
 
Tabela 3. Condições operacionais do espectrômetro de absorção atômica em chama. 
Parâmetro 
Condição operacional 
Fe Zn 
Comprimento de onda (nm) 248,3 213,9 
Largura da fenda (nm) 0,2 0,5 
Corrente da lâmpada (mA) 6,0 5,0 
Tipo de chama Acetileno/ar Acetileno/ar 
Altura do queimador (mm) 6 6 
Vazão do acetileno (L h
-1
) 75 50 
Vazão de ar (L h
-1
) 225 - 
Taxa de aspiração (mL min
-1
) 5 5 
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3.5.2. Determinação Cd, Co, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Ti e V por ICP-MS 
 
Para determinação dos elementos Cd, Co, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Ti e V, as 
amostras foram analisadas utilizando a técnica de espectrometria de massas com 
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Os brancos de preparo foram submetidos 
aos mesmos procedimentos que as amostras. As condições operacionais do 
espectrômetro utilizadas foram baseadas nas recomendações do fabricante do 
equipamento e estão descritas na tabela 4. 
 
Tabela 4. Condições operacionais do espectrômetro de massas com plasma indutivamente acoplado. 
Parâmetro Condição Operacional 
Vazão do gás de plasma (L min
-1
) 16 
Vazão do gás de nebulização (L min
-1
) 1,2 
Vazão do gás auxiliar (L min
-1
) 1,2 
Potência do gerador de radiofrequência (W) 1500 
Câmara de nebulização Ciclônica de vidro com anteparo 
Nebulizador Concêntrico Meinhard, Tipo C 
Taxa de aspiração da amostra (rpm) 20 
Tocha Tocha de quartzo EasyGlideTM 
Isótopos 
111
Cd, 
59
Co,
63
Cu, 
55
Mn, 
98
Mo, 
60
Ni, 
208
Pb, 
82
Se, 
47
Ti, 
51
V 
Padrão Interno 
115
In, 
193
Ir 
 
3.6. Análise estatística 
 
A partir das concentrações obtidas para cada elemento nas amostras de pimenta-do-
reino, foi investigada a variabilidade na composição elementar das amostras 
conforme processamento: grão ou moída. Devido a grande quantidade de elementos 
determinados foi aplicado a análise por componentes principais (PCA) para redução 
da dimensão dos dados e identificação de similaridades entre as amostras 
analisadas. Antes da construção do modelo PCA os dados foram auto-escalonados, 
pois as variáveis que compõem a matriz de dados possuem unidades e ordens de 
grandeza diferentes. Os cálculos foram executados no software MATLAB R2013a. 
  
A redução na dimensão dos dados pela PCA foi realizada pela maximização da 
variância da matriz de dados 𝑿 𝑛 ,𝑚 , formada por 𝑛=95 amostras e 𝑚=12 variáveis 
(concentração dos elementos determinados). Esta é composta por dois modos: das 
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amostras e das variáveis. Na PCA, a matriz 𝑿 é decomposta em duas novas 
matrizes: scores (𝑻) contendo informação sobre o modo das amostras e loading (𝑷) 
contendo informação sobre o modo das variáveis, segundo a equação 3: 
 
𝑿 𝑛 ,𝑚 =  𝑻 𝑛 ,ℎ 𝑷
𝑇
 ℎ ,𝑚 + 𝑬 𝑛 ,𝑚                                    𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 1 
 
onde ℎ corresponde ao número de componentes principais necessários para explicar 
a informação relevante da matriz 𝑿. Assim o produto𝑻 𝑛 ,ℎ 𝑷
𝑇
 ℎ ,𝑚  contém informação 
de interesse do conjunto de dados enquanto que a parte residual (informação 
irrelevante) está contida na matriz 𝑬 𝑛 ,𝑚 . 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Verificação das características de desempenho das metodologias 
 
Antes da determinação dos elementos traço por F AAS e ICP-MS, foram verificadas 
as características de desempenho das metodologias utilizadas para assegurar a 
confiabilidade dos resultados. Portanto, foram feitos estudos experimentais para 
verificar se os métodos apresentavam os parâmetros como linearidade, 
sensibilidade, limite de detecção, limite de quantificação e exatidão adequados para 
as análises. Na tabela 5 estão apresentadas as equações das retas, o coeficiente de 
determinação e os valores de LD e LQ para cada elemento. 
  
A linearidade de um método expressa a faixa na qual o sinal de um analito, variável 
dependente (y), é linearmente proporcional à sua concentração, variável 
independente (x) e essa dependência é descrita pela curva analítica (RIBEIRO et al., 
2008). Os métodos apresentaram linearidade satisfatória, visto que as equações das 
curvas analíticas apresentaram coeficientes de determinação superiores a 0,99 para 
as faixas de concentração estudadas.  
 
Tabela 5. Figuras analíticas de mérito obtidas usando os métodos propostos para a determinação dos 
elementos nas amostras de pimenta-do-reino. 
Elemento Equação da curva R
2
 LD (µg L
-1
) LQ (µg kg
-1
) 
Cd y = 4109x - 110,2 0,999 0,007 1,80 
Co y = 26666x - 613,3 0,999 0,004 1,12 
Cu y = 12140x + 755,5 0,999 0,453 113 
Fe y = 0,048x+ 0,002 0,997 0,085
a
 21,3
b
 
Mn y = 30792x + 10583 0,998 0,206 51,56 
Mo y = 6475x - 2,933 0,999 0,013 3,35 
Ni y = 5435x - 144,8 0,998 0,135 33,78 
Pb y = 22477x + 1258, 0,999 0,008 2,11 
Se y = 175,4x + 8,798 0,999 0,251 62,69 
Ti y = 2258x - 448,1 0,998 2,092 522,9 
V y = 27636x - 704,6 0,999 0,081 20,30 
Zn y = 0,226x+ 0,006 0,997 0,023
a
 5,72
b
 
a
 mg L
-1
 
b
 mg kg
-1
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Os limites de detecção e quantificação foram calculados de acordo com a orientação 
da União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC), a partir das equações 2 
e 3, respectivamente. 
 
𝐿𝐷 =
3 × 𝐷𝑃𝑏𝑟𝑎𝑛
𝑎
                                                       𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 2 
 
𝐿𝑄 =
10 × 𝐷𝑃𝑏𝑟𝑎𝑛
𝑎
                                                     𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 3 
 
Onde 𝐷𝑃𝑏𝑟𝑎𝑛  é o desvio padrão de dez leituras do branco de preparo e 𝑎 é inclinação 
da curva analítica. Para o cálculo do limite de quantificação nas amostras de 
pimenta-do-reino o valor obtido pela equação 3 foi multiplicado pelo fator de diluição 
e divido pela massa de amostra pesada.  
  
O LD é a menor concentração da espécie de interesse que pode ser detectada pelo 
método instrumental, em outras palavras, a menor concentração que pode ser 
detectada e que seja distinta do sinal analítico do ruído. O LQ é a mais baixa 
concentração que pode ser quantificada com um grau específico de confiança 
(INMETRO, 2011). Os valores de LD e LQ obtidos na tabela 5 foram apropriados 
para quantificar com exatidão os analitos nas amostras de pimenta-do-reino. Exceto 
para os elementos Zn e V, em que a concentração em algumas amostras estavam 
abaixo do LD. 
 
A exatidão de um método é parâmetro que reflete a proximidade entre o valor 
medido e um valor de referência considerado verdadeiro. Em geral, a exatidão é 
verificada por meio da análise de materiais de referência certificado, da utilização de 
um método comparativo ou a partir de testes de adição e recuperação. Neste 
trabalho, a exatidão dos procedimentos propostos foi avaliada através da análise do 
material de referência certificado e dos testes de adição e recuperação.  
 
Quando o MRC foi analisado, os valores encontrados e certificados (Tabela 6) foram 
concordantes entre si, quando o teste de hipótese estatístico t-Student foi aplicado 
para um nível de confiança de 95%.  
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Para os testes de adição e recuperação durante as análises no ICP-MS, foram 
realizadas adições de diferentes concentrações (1, 10 e 100 µg L-1) de um padrão 
multielementar, contendo os analitos de interesse, na matriz em estudo a fim de 
identificar possíveis perdas e/ou interferências durante as análises. Para as análises 
no F AAS foram feitas adições nas concentrações de 1 mg L-1 e 0,25 mg L-1 para Fe 
e Zn, respectivamente. 
  
As porcentagens de recuperação obtidas estão de acordo com os critérios de 
aceitação sugeridos pela Associação Oficial de Química Analítica (AOAC, 2012) para 
os níveis de concentração estudados. Diante disso, pode-se inferir que os métodos 
propostos apresentam exatidão adequada para a determinação dos elementos nas 
amostras de pimenta-do-reino. 
 
Tabela 6. Comparação entre os valores encontrados e certificados para o MRC de folha de tomate - 
Agro C1003a (n = 3) e as porcentagens obtidas para os testes de adição e recuperação durante a 
análise das amostras de pimenta-do-reino. 
Elemento 
Concentração (média ± DP mg kg
-1
) Faixa de recuperação 
(%) Valor certificado Valor encontrado 
Cd 26,6 ± 2,1 24,4 ± 0,5 91 - 99 
Co 0,33 ± 0,14 0,25 ± 0,02 84 - 86 
Cu 1130 ± 140 1208 ±  82 78 - 109 
Fe 1120 ± 190 1370 ± 31 96 - 110 
Mn 470 ± 69 356 ± 52 99-107 
Mo - - 92 - 99 
Ni 3,16 ± 0,87 2,48 ± 0,17 88 - 100 
Pb 3,67 ± 0,55 3,04 ± 0,07 90 - 106 
Se - - 94 - 112 
Ti - - 96 - 104 
V - - 87 - 109 
Zn 37,5 ± 5,0 36,03 ± 1,65 91 - 106 
 
4.2. Determinação dos elementos traço nas amostras de pimenta-do-
reino comerciais 
 
Os procedimentos analíticos foram aplicados à 50 amostras de pimenta-do-reino 
comerciais. Foram adquiridas amostras de cinco diferentes fabricantes, codificados 
como  A, B, C, D e E. Para cada fabricante foram adquiridas cinco amostras em grão 
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e cinco amostras moídas afim de verificar um possível aporte de elementos traço 
durante o processamento da pimenta-do-reino. Cada uma das amostras foi 
escolhida de um lote diferente de forma a se obter uma maior variabilidade do 
conjunto de amostras que são comercializadas na região.  
 
Tabela 7. Concentrações médias dos elementos nas amostras comerciais de  pimenta-do-reino. 
Elemento 
Grão Moída 
média
a
 mínimo
b
 máximo
b
 média
a
 mínimo
b
 máximo
b
 
Cd (µg kg
-1
) 13,30 ± 3,62 8,48 ± 0,13 23,67 ± 1,84 14,37 ± 6,18 7,23 ± 0,24 42,66 ± 7,68 
Co (µg kg
-1
) 34,46 ± 37,37 11,04 ± 0,35 194 ± 16 25,93 ± 11,68 11,79 ± 0,64 53,71 ± 4,56 
Cu (mg kg
-1
) 6,38 ± 0,63 5,50 ± 0,15 8,02 ± 0,44 5,90 ± 1,54 3,78 ± 0,48 9,55 ± 0,37 
Fe (mg kg
-1
) 80,42 ± 25,83 16,58  ± 0,93 137± 18 354 ± 321 69,83 ± 2,64 1147 ± 68 
Mn (mg kg
-1
) 44,76 ± 20,51 17,03 ± 0,29 78,38 ± 1,68 38,51 ± 10,92 24,34 ± 0,64 60,91 ± 0,92 
Mo (µg kg
-1
) 465 ± 382 73,46 ± 1,48 1283 ± 57 349 ± 250 148 ± 9 976 ± 32 
Ni (µg kg
-1
) 648 ± 319 322 ± 15,96 1219 ± 31 581 ± 197 247 ± 8 1186 ± 26 
Pb (µg kg
-1
) 41,18 ± 19,96 14,46 ± 1,55 92,26 ± 9,67 167 ± 169 20,70 ± 8,63 725 ± 14 
Se (µg kg
-1
) 223 ± 91 54,02 ± 2,39 412 ± 29 245 ± 64 142,50 ± 6,25 380 ± 19 
Ti (mg kg
-1
) 9,32 ± 1,67 6,31 ± 0,49 13,01 ± 1,06 8,68 ± 1,40 5,98 ± 0,44 11,29 ± 0,51 
V (µg kg
-1
) 43,32 ± 46,59 <20,30 158 ± 5 193 ± 233 67,64 ± 0,56 1139 ± 120 
Zn (mg kg
-1
) 7,80 ± 6,01 <5,72 21,01 ± 1,38 11,13 ± 6,40 3,37 ± 0,51 25,87 ± 0,45 
a 
Média das amostras ± desvio padrão: grão (n = 25); moída (n = 25). 
b 
Valor médio ± desvio padrão (n = 3). 
 
A concentração média, mínima e máxima de cada elemento presente em 25 
amostras em grão e em 25 amostras moídas são apresentados na tabela 7. Com 
base nesses resultados é possível observar que o processamento pode estar 
afetando as concentrações dos elementos nas amostras. Para o elemento Fe, por 
exemplo, a média obtida para as amostras moídas foi mais do que 4 vezes superior 
a média obtida para as amostras em grão. Um comportamento semelhante foi 
observado para os elementos Pb e V. Podemos observar ainda que não existe um 
padrão entre os lotes dos fabricantes analisados. A grande variabilidade entre os 
lotes é evidenciado pelos altos desvios padrão obtidos principalmente para os 
elementos Co, Mo, e V. O Ti foi o único elemento que não apresentou diferenças 
significativas entre as amostras em grão e moídas. 
  
Para auxiliar a interpretação dos dados foram construídos gráficos com as 
concentrações médias dos elementos traço presentes nas amostras em grão e 
moída de cada um dos fabricantes (Figura 10). Nessa representação, os asteriscos 
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Figura 10. Concentração média de Co, Cu, Mn, Mo, Ni, Se, Zn, Fe e V presente nas amostras em grão (□) e moída (■) de cada fabricante.*p<0,05 
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indicam as amostras dos fabricantes em que houve diferença significativas entre as 
concentrações das amostras em grão e moída, quando o teste t-student foi realizado 
a 95% de confiança. 
 
Os resultados apresentados na figura 10, corroboram com o que foi evidenciado na 
tabela 7. De acordo com o resultado do teste t, o processamento de alguma forma 
afeta a concentração de todos os elementos nas amostras, exceto para o elemento 
Ti. De forma mais crítica, um grande aumento médio nas concentrações de Fe, Pb e 
V é observado nas amostras após o processamento. De fato, o efeito do 
processamento nas concentrações de Fe, Pb e V, é bastante crítica, porém, cabe 
ressaltar que a diferença entre as concentrações nas amostras em grão e moída 
depende diretamente do fabricante. A concentração média de Fe obtida para as 
amostras processadas pelos fabricantes A e B, por exemplo, não apresentaram 
diferença significativa em relação as amostras em grão. Entretanto, as amostras 
processadas pelos fabricantes C, D e E, apresentaram diferenças significativas e 
com grande magnitude, quando comparadas com as amostras que não foram 
processadas. 
  
Com base nesses resultados é possível observar que os fabricantes abordados 
nesse estudo utilizam diferentes formas de processar a pimenta-do-reino. Além 
disso, o processamento adotado por alguns dos fabricantes está incorporando 
elementos traço ao produto final, enquanto alguns fabricantes são capazes de obter 
a pimenta-do-reino processada sem riscos aos seus consumidores e sem perda de 
qualidade. 
 
4.3. Análise estatística 
 
As discussões levantas até aqui foram confirmadas quando o modelo PCA foi 
aplicado. Na figura 11 é mostrada a variância explicada para as 10 primeiras 
componentes principais a partir dos dados auto-escalonados. Nesse estudo foram 
escolhidas as três primeiras componentes principais, que representam juntas 
60,08% da variabilidade total dos dados. Este percentual é esperado devido a 
variações nos lotes dos fabricantes e o pré-processamento adotado.  
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Figura 11. Porcentagem de variância explicada por cada componente principal. 
 
O gráfico de escores e loading (Figura 12), indica que de modo geral, a etapa de 
processamento da pimenta-do-reino não afetou significativamente as concentrações 
dos elementos nas amostras dos fabricantes A, B e C. Porém, é possível observar 
maiores dispersões das amostras D e E em função do tipo de amostras: grãos ou 
moída.   
 
 
Figura 12. Gráfico PCA: scores e loadings. 
  
Independente do processamento, as marcas A, B e C agrupam-se, indicando que a 
moagem utilizada não trouxe modificações críticas na composição dos elementos 
avaliados. Entretanto, para as marcas D e E, as amostras moídas apresentaram 
■ Grão 
■ Moída 
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maior dispersão indicando que o processo de moagem influencia nas concentrações 
dos elementos, em especial para os elementos Fe, Pb e V.  
 
O Peso de Fisher (BRUNS e FAIGLE, 1985; SKROBOT et al., 2007) calculado para 
os dois tipos de amostras indica maior diferença entre as médias destes três 
elementos (Figura 13 e Figura 14). 
 
 
Figura 13. Peso de Fischer corresponde a cada variável.  
 
4.4. Comparação com a legislação 
 
Com o objetivo de comparar as concentrações obtidas nesse trabalho com as 
concentrações obtidas por outros estudos realizados anteriormente, foi construída a 
tabela 8. Além disso, os resultados obtidos para os elementos essenciais foram 
comparados com os dados de ingestão diária recomendada e os resultados obtidos 
para os elementos potencialmente tóxicos foram comparados com os limites 
máximos estabelecidos pela legislação brasileira e européia, uma vez que os países 
europeus são grandes importadores da pimenta brasileira. 
 
Elemento 
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Figura 14. Scatter para cada elemento determinado nas amostras em grão (■) e moídas (■). 
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Tabela 8. Comparação da composição elementar em amostras de pimenta-do-reino de diferentes países (concentração média ± desvio padrão). 
Cd (mg kg
-1
) Co (mg kg
-1
) Cu (mg kg
-1
) Mn (mg kg
-1
) Mo (mg kg
-1
) Ni (mg kg
-1
) Referência 
0,013 ± 0,003 0,034 ± 0,037 6,38 ± 0,63 44,76 ± 20,51 0,47 ± 0,38 0,65 ± 0,32 ESTE TRABALHO (Grão) 
0,014 ±  0,006 0,026 ± 0,012 5,90 ± 1,54 38,51 ± 10,92 0,35 ± 0,25 0,58 ± 0,20 ESTE TRABALHO (Moída) 
1,16 ± 0,55 - 8,4 ± 2,18 118,5 ± 6,35 - - ABOU-ARAB & ABOU DONIA, 2000 
0,93 ± 0,10 - 9,4 ± 1,0 14,9 ± 1,2 - 4,99 ± 0,32 SOYLAK, 2004 
0,79 ± 0,30 - 4,78 ± 0,59 129,66 ± 22,76 - 4,74 ± 1,17 ÖZCAN & AKBULUT, 2004 
0,01-0,07
 a
 - 0,38-11,61
 a
 - - - KREJPCIO, 2007 
- 0,033 - 73,3 <0,1 - SINGH & GARG, 2006 
- - 4,78 ± 0,59 - - - BAYSAL & AKMAN, 2011 
- 0,131 ± 0,003 10,19 ± 0,88 164,7 ± 4,0 - 4,04 ± 0,60 KARADAŞ & KARA, 2012 
- - 12 ± 4 310 ± 21 - - DE LA CALLE et al., 2013 
- - 8,27 ± 5,73 - - - SOLIMAN, 2015 
2,22 ± 0,47 - 11,61 ± 0,91 81,55 ± 1,33 - - JAWAD, 2016 
- - 10,5 ± 0,2 64,8 ± 11,9 - 2,0 ± 0,01 SEDDIGI et al., 2016 
- 0,41± 0,136 8,09 ± 1,34 189,1 ± 53,22 - 4,904 ± 1,618 MATLOOB, 2016 
Pb (mg kg
-1
) Se (mg kg
-1
) Ti (mg kg
-1
) V (mg kg
-1
) Fe (mg kg
-1
) Zn (mg kg
-1
) Referência 
0,041 ± 0,020 0,22 ± 0,09 9,32 ± 1,67 0,043 ± 0,047 80,42 ± 25,83 7,80 ± 6,01 ESTE TRABALHO (Grão) 
0,167 ± 0,169 0,25 ± 0,06 8,68 ± 1,40 0,193 ± 0,233 354 ± 321 11,13 ± 6,40 ESTE TRABALHO (Moída) 
1,1 ± 0,6 - - - 26,96 ± 4,14 35 ± 3,2 ABOU-ARAB & ABOU DONIA, 2000 
1,44 ± 0,15 - - - 281,8 ± 20,5 15,5 ± 1,2 SOYLAK, 2004 
0,88 ± 0,14 - - 6,28 ± 1,37 89,24 ± 11,43 4,74 ± 1,17 ÖZCAN & AKBULUT, 2004 
0,17-0,82
b
 - - - - 2,76-13,85
b
 KREJPCIO, 2007 
- 0,116 - - 76,0 37,1 SINGH & GARG, 2006 
0,88 ± 0,59 - - - - - BAYSAL & AKMAN, 2011 
- - - - 158 ± 19 4,04 ± 0,60 KARADAŞ & KARA, 2012 
- - - - 1264 ± 216 - DE LA CALLE et al., 2013 
- - - - 620,02 ± 541,36 - SOLIMAN, 2015 
5,97 ± 1,09 - - - 481,28 ± 2,37 - JAWAD, 2016 
- - - - 144 ± 9,2 2,0 ± 0,01 SEDDIGI et al., 2016 
- - - - 194,1 ± 39,03 9,06 ± 0,89 MATLOOB, 2016 
a 
Faixa de concentração 
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A tabela 8 revela  que em geral, as concentrações médias obtidas por este trabalho 
foram menores do que os níveis encontrados em amostras de pimenta-do-reino 
comercializadas em outros países como Egito (ABOU-ARAB & ABOU DONIA, 2000; 
SOLIMAN, 2015), Turquia (BAYSAL & AKMAN, 2011; KARADAŞ & KARA, 2012; 
SOYLAK, 2004; ÖZCAN & AKBULUT, 2008), Polônia (KREJPCIO, 2006), Índia 
(SINGH & GARG, 2006), Espanha (DE LA CALLE et al., 2013), Iraque (JAWAD, 
2016; MATLOOB, 2016) e Arábia Saudita (SEDDIGI et al., 2016).  
  
As concentrações relativamente altas de Fe encontradas, podem ser atribuídas a 
contaminação durante o processo de moagem. Um estudo realizado por Janitha et 
al. (1988) apud Darko et al. (2014) indicou que a moagem de especiarias em 
moinhos comerciais típicos pode incorporar quantidades significativas de Fe ao 
produto final devido ao desgaste de peças das maquinas utilizadas nesse processo. 
Valores elevados de Fe também foram encontrados em amostras de pimenta-do-
reino comercializadas em outros países como Egito (SOLIMAN, 2015), Turquia 
(KARADAŞ & KARA, 2012; SOYLAK, 2004; ÖZCAN & AKBULUT, 2008), Índia 
(SINGH & GARG, 2006), Espanha (DE LA CALLE et al., 2013), Iraque (JAWAD, 
2016; MATLOOB, 2016) e Arábia Saudita (SEDDIGI et al., 2016).  
  
Em relação ao V, apesar da pimenta-do-reino ser conhecida como uma importante 
fonte desse elemento, os resultados também indicaram uma possível contaminação 
durante o processamento. Embora as fontes de contaminação não sejam de fácil 
identificação, estudos mostram quantidades significativas desse elemento 
aparentemente são introduzidas por meios mecânicos durante o processamento de 
alimentos uma vez que é um componente comum do aço (AMBROZINI, 2007). 
  
Os altos teores de Pb encontrados nas amostras também podem ser atribuídos à 
contaminações durante o seu processamento. Ekpo e Jimmy (2005) relataram que 
alguns fabricantes adicionam substâncias aos condimentos a fim de acrescentar-
lhes sabor. Essas substâncias potencializadoras podem conter alguns elementos 
traço como o chumbo. Estudos realizados anteriormente por Abou-Arab e Abou 
Donia (2000), Soylak (2004), Özcan e Akbulut (2004), Baysal e Akman (2011) e 
Jawad (2016) apresentaram concentrações médias acima das registradas por esse 
estudo.  
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Por fim, a tabela 8 revela que de modo geral, as concentrações médias obtidas por 
este trabalho foram menores do que os níveis encontrados em amostras de pimenta-
do-reino comercializadas em outros países como Egito (ABOU-ARAB & ABOU 
DONIA, 2000; SOLIMAN, 2015), Turquia (BAYSAL & AKMAN, 2011; KARADAŞ & 
KARA, 2012; SOYLAK, 2004; ÖZCAN & AKBULUT, 2008), Polônia (KREJPCIO, 
2006), Índia (SINGH & GARG, 2006), Espanha (DE LA CALLE et al., 2013), Iraque 
(JAWAD, 2016; MATLOOB, 2016) e Arábia Saudita (SEDDIGI et al., 2016).  
  
Apesar de terem sido encontradas elevadas concentrações de alguns dos elementos 
determinados é importante conhecer a quantidade de pimenta-do-reino que pode ser 
ingerida sem riscos aos consumidores. Como não há leis específicas sobre a 
quantidade máxima de Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Se, V e Zn permitida nos grãos, os 
teores encontrados foram comparados com as recomendações do Instituto de 
Medicina (Institute of Medicine, IOM) da Academia Nacional (Estados Unidos) sobre 
ingestões diárias toleráveis (OTTEN et al., 2006). 
  
O IOM estabelece RDAs (Recommended Dietary Allowances) para Co (2-3 μg dia-1), 
Cu (0,9 mg dia-1), Fe (8 mg dia-1 para homens e 18 mg dia-1 para mulheres), Mo (45 
μg dia-1 para homens e mulheres), Se (55 μg dia-1 para homens e mulheres), Zn (11 
mg dia-1 para homens e 8 mg dia-1 para as mulheres), AI (Adequate Intake) para Mn 
(2,3 mg dia-1 para homens e 1,8 mg dia-1 para mulheres) e ULs (Tolerable Upper 
Intake Levels) para Ni (1,0 mg dia-1) e V (1,8 mg dia-1) (OTTEN et al., 2006). Para 
que esses valores sejam extrapolados, grandes quantidades de  pimenta-do-reino 
devem ser consumidas diariamente. Embora não estejam disponíveis dados sobre o 
consumo diário, é improvável que uma pessoa consuma quantidades elevadas 
(maiores que 15 g) dessa especiaria diariamente. Isso sugere que os efeitos tóxicos 
desses elementos sobre a saúde dos consumidores sejam insignificantes. Portanto, 
pode-se inferir que a pimenta-do-reino demonstrou ser uma fonte alternativa para 
cumprir as quotas diárias desses micronutrientes.  
  
Para o elemento Ti não foi possível estimar a quantidade máxima que pode ser 
consumida com segurança, uma vez que não estão disponíveis dados sobre os 
limites máximos permitidos na  pimenta-do-reino. 
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Existem diferentes legislações em todo o mundo que estabelecem níveis máximos 
de chumbo e cádmio presentes em alimentos de maneira a proteger a saúde 
pública.  Os valores de concentração obtidos para os elementos potencialmente 
tóxicos foram comparados com as recomendações da Comissão das Comunidades 
Européias (COMMISION, 2006), e com a legislação brasileira, segundo a Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária (BRASIL, 2013).  
  
A  Commission Regulation (EC) No 466/2001 recomenda o limite máximo de 0,10 
mg kg-1 e 0,20 mg kg-1 para Cd e Pb, respectivamente. De acordo com a ANVISA. , o 
limite máximo para Cd e Pb é, respectivamente, 0,050 mg kg-1 e 0,20 mg kg-1. 
Considerando estes limites, as concentrações de Cd obtidas nas amostras de 
pimenta-do-reino tanto moída como em grãos estão em conformidade com as 
legislações. No entanto, as concentrações de Pb em algumas amostras de pimenta-
do-reino processadas estão acima dos limites máximos estabelecidos pelas 
legislações, indicando possível contaminação durante o processamento desta 
especiaria, como foi evidenciado anteriormente, e colocando a saúde de seus 
consumidores em risco. 
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6. CONCLUSÃO 
 
Os métodos utilizados para a determinação dos elementos nas amostras de 
pimenta-do-reino apresentaram boa linearidade e exatidão. Foram obtidos limites de 
detecção e quantificação adequados para a determinação dos elementos nas 
amostras, exceto para os elementos V e Zn, na qual as concentrações em algumas 
amostras estavam abaixo do LD. 
  
A partir dos resultados obtidos, foi possível avaliar se o processo de moagem 
determina ou não aumento nas concentrações dos elementos nas amostras. Para 
grande parte dos elementos, exceto titânio, o processamento afetou 
significativamente as concentrações dos elementos nas amostras. Porém,  esse 
comportamento não foi observado nas amostras de todos os fabricantes, sugerindo 
que o acréscimo pode ocorrer dependendo de como o processamento foi executado.  
  
Duas de cinco marcas analisadas nesse estudo apresentaram grande aumento 
médio nas concentrações de Fe, Pb e V nas amostras processadas. Além disso, 
para as amostras onde houve aumento significativo de Pb, algumas excederam os 
limites seguros para o consumo humano de acordo com a legislação brasileira. 
  
Os resultados obtidos acenam para problemas durante o processamento da 
pimenta-do-reino, em concordância com estudos realizados anteriormente. É 
importante, portanto, que novos estudos sejam realizados abordando as diferentes 
técnicas e equipamentos de moagem para a avaliação de cada parcela de 
contribuição de elementos traço em pimenta-do-reino após o processamento. 
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Capítulo II. Desenvolvimento de metodologia para determinação de 
Pb em pimenta-do-reino por GF AAS e amostragem por suspensão  
 
1. INTRODUÇÃO 
 
Grande parte das amostras que são submetidas a análise para determinação 
elementar se encontram no estado sólido. A forma mais usual de analisar amostras 
sólidas tem sido a conversão do sólido em uma solução aquosa. Essa conversão 
pode ser feita através de processos que vão desde uma simples diluição até a 
decomposição parcial ou total da amostra. O método de preparo a ser utilizado vai 
depender das características específicas das amostras a serem analisadas, além do 
tempo e custos disponíveis (KRUG, 2008; NOMURA et al., 2008). 
  
A etapa de preparo de amostra é a parte mais crítica do procedimento analítico. 
Essa etapa equivale a maior parte do tempo gasto no procedimento analítico, além 
de ser considerada a principal fonte de erros, influenciando na confiabilidade dos 
resultados (KRUG, 2008).  
  
Apesar dos métodos tradicionais, de conversão de amostras sólidas em soluções 
aquosas, serem eficientes e muito empregados, sempre que possível, deve-se optar 
por métodos que levem a resultados de forma mais simples e rápida. Custos 
relativamente mais baixos, menores fatores de diluição e redução de contaminações 
ou perdas também são almejados (NOMURA et al., 2008). 
 
1.1. Análise de suspensões 
 
A possibilidade de analisar diretamente as amostras com o mínimo de manipulação 
é uma alternativa bastante viável, principalmente quando se trata da determinação 
de elementos traço. Na amostragem de suspensão, uma pequena porção da 
amostra sólida finamente moída é dispersa em um solvente adequado, formando 
uma suspensão sólido-líquido que pode submetida a análise (MAGALHÃES & 
ARRUDA, 1998). 
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O uso de suspensões apresenta algumas vantagens quando comparada aos 
métodos convencionais de preparo de amostras: 
  
i. maior detectabilidade;  
ii. possibilidade de analisar pequenas quantidades de amostra; 
iii. redução do tempo de análise, aumentando a frequência analítica;  
iv. redução dos riscos de contaminação, devido à baixa exposição ao ambiente;  
v. uso reduzido de reagentes químicos e consequentemente diminuição da 
geração de resíduos;  
vi. minimiza perdas do analito (KURFÜRST, 1998; NOMURA, et al., 2008) 
 
Apesar das vantagens associadas à amostragem de suspensões, algumas 
dificuldades podem surgir e, dependendo da amostra, podem ser um obstáculo para 
aplicação em análise de rotina: 
 
i. dificuldade para obtenção de tamanhos de partículas diminutos; 
ii. amostras não homogêneas podem comprometer a representatividade da 
amostragem e diminuir a precisão das medidas devido a problemas de 
transporte da alíquota da suspensão; 
iii. aumento dos sinais de fundo; 
iv. aumento da formação de resíduos carbonáceos para amostras orgânicas;  
v. diminuição da vida útil do atomizador (em GF AAS) quando comparada com a 
amostragem de soluções das amostras decompostas (KRUG, 2008; 
NOMURA, et al., 2008). 
 
1.2. Aspectos críticos relacionados à amostragem de suspensão 
 
De todas as dificuldades associadas à amostragem de suspensão, uma das mais 
críticas está relacionada à necessidade de manter a estabilidade e homogeneidade 
da suspensão até a sua introdução no instrumento de medida. Fatores como 
diâmetro da partícula, massa de amostra, uso de sistemas de homogeneização e 
agentes estabilizantes devem ser levados em consideração durante o preparo das 
suspensões (MAGALHÃES & ARRUDA, 1998). 
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1.2.1. Massa de amostra e tamanho das partículas 
 
Analisar pequenas massas de amostras é uma das vantagens da amostragem de 
suspensões, porém, obter resultados precisos e exatos nessas condições se torna 
também um grande desafio. Nesse tipo de análise, massas diminutas da amostra 
são tomadas (menores que 100 mg), podendo em muitos casos, comprometer a sua 
homogeneidade (KRUG, 2008). 
  
Ao amostrar uma quantidade muito pequena da amostra, ela tende a ficar cada vez 
menos homogênea, pois a probabilidade de se encontrar a mesma concentração 
média de um determinado analito nessa porção é menor (Figura 15). Portanto, é 
recomendável estabelecer uma massa mínima para análise a fim de garantir a 
representatividade da amostra e, consequentemente, a precisão e exatidão dos 
resultados (NOMURA et al., 2008). 
 
 
Figura 15. Diagrama representativo da homogeneidade de um analito (•) para diferentes sub-
amostragens: (a) grande massa de amostra e (b) pequena massa de amostra. 
Fonte: KRUG, 2008. 
 
Uma outra maneira de contornar esse tipo de problema é reduzir o tamanho das 
partículas das amostras antes de introduzi-las no equipamento de medida. Quanto 
menor o tamanho das partículas, mais homogênea será a suspensão e  mais 
eficiente será a amostragem (NOMURA et al., 2008). 
  
Existem diversos tipos de moinhos que podem ser utilizados para essa finalidade 
entre eles, os moinhos de jato de ar, criogênicos e mecânicos. A escolha do moinho 
depende de diversas propriedades da matriz como a dureza e a quantidade de fibras 
e gorduras presentes na mesma (KRUG, 2008). 
a.        b. 
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1.2.2. Sistemas de homogeneização e agentes estabilizantes 
 
Adicionalmente, suspensões mais homogêneas e estáveis podem ser conseguidas 
manualmente, ou mecanicamente com uso de agitadores magnéticos, misturadores 
por efeito vórtex, por borbulhamento de gás ou com o uso de agitadores 
ultrassônicos (MAGALHÃES & ARRUDA, 1998; NOMURA, et al., 2008).  
  
Em alguns casos, torna-se necessário o uso de agentes estabilizantes. A 
necessidade de empregá-los decorre da taxa de sedimentação do material 
suspenso. Em soluções aquosas, as partículas sólidas podem sofrer rápida 
sedimentação, principalmente devido ao seu tamanho e densidade, além da 
viscosidade e densidade do meio diluente. Os agentes estabilizantes são 
adicionados a suspensão para aumentar a viscosidade do meio, simplificando a 
etapa de preparação de suspensões homogêneas (MAGALHÃES & ARRUDA, 1998; 
BRANDÃO, 2010). 
  
Existem vários compostos e misturas de compostos descritos na literatura que 
atuam como agentes estabilizantes. O surfactante não-iônico Triton X-100, o ácido 
nítrico, etanol, glicerol, viscalex, glicerol-água, glicerol-metanol e isopropanol são os 
mais utilizados (MAGALHÃES & ARRUDA, 1998; NOMURA, et al., 2008). 
 
1.3. Análise de suspensão por espectrometria de absorção atômica com 
atomização em forno de grafite 
 
A amostragem de sólidos na forma de suspensão pode ser combinada com diversas 
técnicas analíticas. Entre elas estão: SS OES (espectrometria de emissão óptica 
com fonte de arco e centelha), XRFS (Espectrometria de fluorescência de raio-X), 
NAA (Análise por ativação de nêutron), além das técnicas F AAS, GF AAS, ICP OES, 
ICP-MS, HR-CS F AAS (Espectrometria de absorção atômica de alta resolução com 
fonte contínua em chama), HR-CS GF AAS (Espectrometria de absorção atômica de 
alta resolução com fonte contínua em forno de grafite), entre outras (KRUG, 2008). 
  
Dentre as técnicas analíticas disponíveis, a GF AAS tem se mostrado muito atrativa 
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para análise direta de sólidos e de suspensões. Isso se deve a alguns fatores como: 
 
i. sua alta sensibilidade; 
ii. simplicidade de instrumentação; 
iii. custo relativamente baixo;  
iv. pela ausência de sistemas de nebulização, o que facilita e simplifica a 
introdução da amostra; 
v. o programa de aquecimento do forno permite eliminar parte da matriz durante 
a pirólise reduzindo as interferências e os sinais do fundo que são mais 
acentuadas quando suspensões são utilizadas (SOARES, 2012). 
 
A instrumentação básica dessa técnica, introduzida por Boris L’ vov na década de 
70, é mostrada na figura 16. O atomizador nesse caso é um forno de grafite e seu 
aquecimento se dá por resistência à passagem de uma alta corrente elétrica a baixa 
voltagem. Uma pequena quantidade de amostra é inserida e atomizada dentro do 
forno seguindo um programa de aquecimento de várias etapas, conforme 
apresentado na figura 27 (KURFÜRST, 1998). 
 
 
 
 
 
Figura 16. Configuração tradicional do espectrômetro de absorção atômica com forno de grafite: 
fonte de radiação monocromática (a); atomizador (b); monocromador (c) e detector (d). 
Fonte: Adaptado de: <http://docplayer.com.br/10354996-Metodos-espectroanalitcos-espectrometria-
de-absorcao-atomica-com-atomizacao-eletrotermica-etaas-introducao-aula-6.html>. Acesso em jan. 
2018. 
 
A primeira etapa consiste na secagem da amostra para completa eliminação do 
solvente. Em seguida, em uma etapa conhecida como pirólise, a matriz da amostra é 
eliminada sem que haja perda do analito. Em uma terceira etapa, o que resta no 
forno (idealmente apenas o analito), é então volatilizado produzindo um vapor 
contendo átomos no estado fundamental. Nesse momento ocorre o fenômeno da 
absorção. Por fim, as impurezas remanescentes são eliminadas em uma etapa de 
limpeza, antes da próxima análise (KURFÜRST, 1998). 
 
 
(a) (b) 
(c) 
(d) 
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Figura 17. Etapas do programa de aquecimento utilizado na técnica de GF AAS. 
Fonte: Disponível em: <http://www.ufjf.br/baccan/files/2011/07/Espectrometria-At%C3%B4mica-
Teoria-Geral-e-Aplica%C3%A7%C3%B5es.pdf>. Acesso em jan. 2018. 
 
1.5. Aplicação da amostragem de suspensão na análise de alimentos 
 
Na literatura é possível encontrar inúmeros estudos de desenvolvimento de métodos 
para determinação elementar usando a amostragem de suspensão e detecção por 
GF AAS. Córdoba e García (1991) desenvolveram um método para a determinação 
de Pb em amostras comerciais de páprica. As amostras foram calcinadas a 350 ºC e 
as suspensões foram preparadas em água contendo de Triton X-100 0,1% v v-1 e de 
Fosfato de amônio 0,1% m v-1. A calibração foi realizada com padrões aquosos. O 
limite de detecção encontrado foi de 0,2 µg g-1 de Pb na amostra. O método foi 
validado mediante análise de MRC. Os resultados obtidos pelo procedimento 
desenvolvido foram comparados com aqueles obtidos após decomposição ácida. Os 
resultados evidenciaram uma boa concordância entre os dois métodos.  
 
Mierzwa et al. (1998) desenvolveram um procedimento para determinar Ba, Cu, Fe, 
Pb e em amostras de folhas de chá. Suspensões preparadas em um meio contendo 
Triton X-100 0,005% m v-1 e ácido nítrico 4,0% v v-1 foram diretamente introduzidas 
no tubo de grafite. A homogeneização das suspensões foi realizada com uma sonda 
ultrassônica durante o tempo de 15 s. A calibração foi estabelecida a partir de 
padrões aquosos. A exatidão do procedimento foi avaliada pela comparação dos 
resultados obtidos após decomposição ácida e análise por ICP OES e através da 
análise de MRC. O método de amostragem de suspensões se mostrou mais rápido 
para análise de poucos elementos, em adição, melhores limites de detecção foram 
alcançados por esse método, especialmente para Pb. 
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Santos et al. (2002) desenvolveram um método simples que combina a amostragem 
de suspensão após a moagem criogênica e o uso de uma modificação permanente 
para a determinação de Cd e Pb em alimentos. As suspensões foram preparadas 
diretamente no copo de amostrador automático transferindo uma massa de amostra 
de 5-20 mg, seguido de 1,00 mL de HNO3 0,2% v v
-1 contendo de Triton X-100 
0,04% v v-1. As suspensões foram sonificadas durante 30 s, antes de serem 
transferidas para o forno. Os limites de detecção obtidos foram 3,3 ng g-1 para Cd e 
75 ng g-1 para Pb. Os resultados para a determinação de Cd e Pb em suspensões 
de alimentos estavam de acordo com os obtidos nas amostras decompostas, uma 
vez que não foram encontradas diferenças estatísticas pelo teste t-student no nível 
de 95% de confiança. 
  
López-Garcia et al. (2007) desenvolveram um método para a determinação de P em 
amostras de mel, leite e fórmulas infantis. Suspensões preparadas em um meio 
contendo de H2O2 50% v v
-1, HNO3 1% v v
-1, glicose 10% m v-1, sacarose 5% m v-1  e 
100 mg L-1 de potássio foram introduzidas diretamente no forno de grafite. Para 
amostras de mel, múltiplas injeções foram necessárias.  A calibração foi realizada 
utilizando padrões aquosos preparados no mesmo meio que as suspensão. A 
exatidão do procedimento foi verificada comparando os resultados obtidos pelo 
método desenvolvido com aqueles obtidos após a decomposição e também pela 
análise de diversos MRC.  
  
Rêgo et al. (2012) utilizaram um método para a determinação de Pb em amostras de 
plantas medicinais. As suspensões foram preparadas usando uma concentração de 
amostra de 0,5% m v-1 preparada em HNO3 0,2% v v
-1 + Triton X-100 0,05% v v-1. A 
homogeneização das suspensões foi realizada com uma sonda ultrassônica durante 
o tempo de 10 s. A curva analítica usando padrões aquosos foi estabelecida para a 
calibração do método. A exatidão do método foi avaliada através da análise de MRC 
e os resultados analíticos foram comparados com aqueles obtidos após a análise 
direta do material sólido. Os resultados estavam de acordo com os valores de 
referência a um nível de confiança de 95% (teste t-Student).  
  
Fortunato et al. (2012) propuseram um método para a determinação simultânea de 
Cd e Pb em amostras de plantas medicinais. Para o preparo das suspensões foram 
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pesados 50 mg das amostras previamente moídas em moinho criogênico que 
posteriormente foram suspensos em 10 mL de HNO3 0,2% v v
-1 + Triton X-100 
0,05% v v-1. A precisão foi verificada analisando os materiais de referência. Os 
resultados obtidos para os analitos estavam de acordo com os valores certificados 
no nível de confiança de 95%.  
  
De Oliveira et al. (2013) desenvolveram um método para determinar as 
concentrações de Cd e Pb em mandioca. As suspensões foram preparadas pesando 
40 mg de amostra e posterior adição de HNO3 2% v v
-1 e H2O2 a 1% v v
-1 em um 
volume de 2 mL. A suspensão foi homogeneizada usando uma bomba de aquário. A 
precisão foi avaliada por testes de recuperação e por análise de material de 
referência certificado (NIST - SRM 1568a, farinha de arroz) e estava de acordo com 
os valores certificados para os dois analitos. A calibração foi estabelecida a partir de 
padrões aquosos.  
 
1.6. Planejamento de experimentos 
 
Embora diversos estudos indiquem a eficácia da amostragem de suspensões em GF 
AAS e em outras técnicas analíticas, são necessários estudos para otimização do 
preparo das amostras para diferentes matrizes. Algumas variáveis (ou fatores) 
relacionados ao preparo das suspensões poderão influenciar diretamente na 
resposta instrumental. Portanto, é importante definir quais os níveis desses fatores 
que oferecem os melhores resultados possíveis. O processo de encontrar os níveis 
adequados aos fatores é conhecido como otimização. Porém, antes do processo de 
otimização, é preciso determinar quais fatores e quais interações entre eles podem 
afetar a resposta. Desse modo, é possível saber quais fatores tem pouco ou nenhum 
efeito, evitando que tempo e recursos sejam desperdiçados (MILLER, 2005). 
  
No caso do preparo das suspensões para análise por GF AAS, a resposta (isto é, a 
absorbância) é medida para todas as combinações possíveis dos níveis dos fatores 
escolhidos, e esse processo é conhecido como um Planejamento Fatorial Completo. 
Este tipo de planejamento é bem diferente de uma abordagem univariada, onde é 
avaliado o efeito de um único fator sobre a  resposta, enquanto os demais 
permanecem constantes. O Planejamento Fatorial Completo permite uma otimização 
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multivariada onde é possível estimar os efeitos de todos os fatores e suas 
interações. Além disso, mesmo que não haja interação entre os fatores, o 
planejamento fatorial precisa de menos medições se comparado a abordagem 
univariada (MILLER, 2005). 
  
Em muitos planejamentos fatoriais, cada fator é estudado em apenas dois níveis, 
geralmente chamado de "menor" e "maior", a fim de reduzir o número de 
experimentos. Por esse motivo, os planejamentos em dois níveis são também 
chamados de planejamento de triagem. A escolha dos níveis é feita de acordo com 
as experiências do operador e com as restrições dos sistemas de medição  
(MILLER, 2005). 
  
Quando os vários fatores e interações que afetam os resultados de um experimento 
foram identificados, é necessário determinar a combinação de níveis de fatores que 
proporcionará a melhor resposta. Quando a resposta depender de apenas um fator, 
um método univariado é utilizado para otimizá-lo. Porém, quando dois fatores afetam 
a resposta, o Planejamento Composto Central (CCD) é utilizado. O CCD é uma 
ampliação do planejamento fatorial completo adicionado a pontos axiais e a pontos 
centrais. A partir de cálculos matriciais, um modelo quadrático é ajustado ao sistema 
em estudo e a relação entre a resposta e os níveis dos dois fatores pode ser 
representada por uma superfície em três dimensões, conhecida como a superfície 
de resposta (Figura 18). Os níveis ótimos serão aqueles correspondentes ao topo da 
superfície (MILLER, 2005). 
 
Figura 18. Exemplo de superfície de resposta em um planejamento composto central. 
Fonte: Adaptado de: <http://www.portalaction.com.br/622-631-delineamento-composto-central>. 
Acesso em jan. 2018. 
 
X1 X2 
X3 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo Geral 
 
Desenvolver uma metodologia para determinação de chumbo (Pb) em amostras de 
pimenta-do-reino utilizando amostragem de suspensão e detecção pela técnica de 
espectrometria de absorção atômica com atomização em forno de grafite (GF AAS). 
 
2.2. Objetivos específicos  
 
 Otimizar a etapa de preparo das suspensões aplicando planejamento de 
experimentos. 
 
 Avaliar parâmetros como temperatura de pirólise e atomização, calibração e 
necessidade do uso de modificadores químicos. 
 
 Avaliar as principais figuras analíticas de mérito do método analítico proposto. 
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 
 
3.1. Instrumentação 
 
As análises das suspensões foram realizadas em um espectrômetro de absorção 
atômica, modelo AAS ZEEnit 700 BU (Analytik Jena, Alemanha). Uma lâmpada de 
cátodo oco de chumbo (Analytik Jena, Alemanha) foi empregadas como fonte de 
radiação. O gás argônio (5.0 Analítico, White Martins Gases Industriais Ltda, Brasil) 
foi utilizado como gás de purga. Um forno de grafite recoberto com grafite pirolítico e 
aquecido transversalmente foi utilizado. A correção de fundo foi realizada por efeito 
Zeeman (modo 2-campo com intensidade de 1,0 T). A introdução das amostras no 
forno foi realizada com o auxílio do amostrador automático de líquidos MPE 60 
(Analytik Jena, Alemanha). 
 
Para o preparo das amostras foi utilizado estufa (Ethik Technology, Brasil) modelo 
402-D, balança analítica (Sartorius, Alemanha) modelo ED224S com precisão de 
±0,0001g e banho ultrassônico (Unique, São Paulo, Brasil) modelo USC-1400A (40 
KHz) com temporizador programável, agitador tipo vórtex (Phoenix, São Paulo, 
Brasil) modelo AP-56 (130 W). As diferentes frações granulométricas foram 
separadas com o auxílio de malhas de material polimérico não metálico, com 
abertura de 63 µm.  
 
3.2. Materiais e reagentes 
 
Todos os materiais utilizados nesse estudo passaram por um procedimento de 
descontaminação, no qual foram deixados em banho de Extran MA 02 Neutro 
(Merck, Darmstadt, Alemanha) por 24 horas, lavados com água deionizada tipo 2 
(PURELAB Option, DV 35, Elga) e deixados em banho de HNO3 15% v v
-1 por no 
mínimo 24 horas. Após esse período, os materiais foram lavados com água 
ultrapura, tipo 1+ (PURELAB Ultra Mk 2, resistividade 18,2 MΩ cm, Elga, Reino 
Unido), secos a temperatura ambiente. A contaminação foi avaliada posteriormente 
pelo controle do branco. 
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As soluções foram preparadas utilizando água ultrapura tipo 1+, Triton X-100 
(Nuclear, São Paulo) e ácido nítrico (HNO3) (Neon Comercial Ltda) purificado no 
destilador de ácido Subboiling Distillacid BSB939 IR (Berghof, Alemanha).  
 
As soluções padrão utilizadas para a construção das curvas analíticas e para os 
testes de adição e recuperação foram preparadas a partir da diluição adequada, com 
HNO3 0,2% v v
-1, de uma solução padrão monoelementar (SpecSol, Brasil) que 
continha o elemento Pb na concentração de 1000 mg L-1 em HNO3 5% v v
-1. 
 
Para a escolha dos modificadores químicos durante as análises por GF AAS foi 
utilizada uma mistura que continha 3 g L-1 de Pd e 2 g L-1 de Mg, e foi preparada a 
partir das soluções de Pd(NO3)2 (Merck, 10 g L
-1 de Pd em HNO3 15% v v
-1) e 
Mg(NO3)2 (SpecSol, 10 g L
-1 de Mg em HNO3 1% v v
-1), realizando a diluição 
adequada com HNO3 0,2% v v
-1. Testes também foram feitos utilizando o 
modificador químico de diidrogenofosfato de amônio (NH4H2PO4). Este foi preparado 
a partir da diluição adequada, com HNO3 0,2% v v
-1, de uma solução 10% v v
-1 
(PerkinElmer, USA). 
 
3.3. Amostras e material de referência 
 
As amostras de pimenta-do-reino moídas foram adquiridas diretamente de 
estabelecimentos comerciais da região da Grande Vitória, Espírito Santo, Brasil. O 
material de referência certificado (MRC) de folha de tomate, Agro C1003a, foi 
utilizado para a verificação da exatidão dos métodos utilizados. 
 
3.4. Preparo das suspensões  
 
Para o preparo das suspensões, todas as amostras passaram primeiramente por um 
processo de secagem em estufa a 60 ºC por 72 horas e posteriormente foram 
peneiradas através de peneiras com malha de 63 μm. Em seguida, uma massa de 
30 mg das amostras ou do MRC foi pesada diretamente em copos do amostrador 
automático do espectrômetro, onde foi adicionado 1 mL de uma solução de HNO3 
0,2% v v-1. Os copos do amostrador automático foram devidamente fechados e a 
69 
mistura foi agitada com o auxílio do vórtex por 1 min e agitadas novamente 
imediatamente antes da análise com o auxílio de uma micropipeta. As condições de 
preparo descritas foram estabelecidas mediante um planejamento de experimentos.  
 
3.5. Determinação de Pb por GF AAS 
 
Após o preparo das suspensões, as amostras de pimenta-do-reino foram analisadas 
por GF AAS para a determinação de Pb. As amostras foram analisadas em triplicata 
com a introdução de 20 µL da suspensão no atomizador. O branco de preparo foi 
submetido aos mesmos procedimentos que as amostras. Todas as medidas foram 
realizadas em triplicatas e foram baseadas em valores de absorbâncias integrada. O 
programa de forno utilizado foi otimizado através da construção de curvas de pirólise 
e atomização e está descrito na tabela 9, juntamente com as condições operacionais 
do espectrômetro. Não houve necessidade de adição de modificadores químicos. 
 
Tabela 9. Condições operacionais do espectrômetro e programa de temperatura utilizado para 
determinação de Pb por GF AAS. 
Espectrômetro 
Comprimento de onda (nm) 283,3 
Largura da fenda (nm) 0,8 
Corrente da lâmpada (mA) 4,0 
Programa de aquecimento 
Etapa 
Temperatura 
(°C) 
Rampa 
(°C s
-1
) 
Tempo de permanência 
(s) 
Vazão de Argônio 
(L min
-1
) 
Secagem 1 85 10 10 2 
Secagem 2 95 7 10 2 
Secagem 3 120 15 10 2 
Pirólise 800 100 40 2 
Auto-Zero 800 0 6 0 
Atomização 1600 1000 6 0 
Limpeza 2300 500 4 2 
 
3.6. Otimização do preparo das suspensões 
 
Para a análise preliminar da significância das variáveis envolvidas no preparo das 
suspensões, um planejamento fatorial completo em dois níveis foi realizado. A 
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escolha das variáveis estudadas e seus respectivos níveis foram fundamentados em 
trabalhos encontrados na literatura e estão descritos na tabela 10.  
 
Os experimentos foram realizados de forma aleatória a fim de evitar erros 
sistemáticos e a resposta monitorada foi a absorbância normalizada. Os dados 
experimentais foram processados usando o programa computacional STATISTICA 
7.0® (versão demonstração).  
 
Tabela 10. Variáveis estudadas, níveis reais e codificados no planejamento 2
3
. 
Parâmetros Códigos 
Níveis 
(-) (+) 
Concentração de Triton X-100 (% m v
-1
) CTriton X-100 0 10 
Tempo de sonicação (min) tsonicação 0 20 
Massa de amostra (mg) Massa 10 50 
 
3.7. Métodos comparativos 
 
Duas metodologias foram utilizadas na determinação de Pb para fins de 
comparação. A detecção foi realizada empregando as técnicas de ICP-MS e GF 
AAS. Para essas análises foram utilizadas três amostras decompostas conforme o 
método apresentado no Capítulo I. Os extratos aquosos foram analisados por ICP-
MS utilizando os mesmos parâmetros apresentados no primeiro capítulo dessa 
dissertação. No GF AAS, os mesmos extratos foram analisados utilizando os 
parâmetros apresentados na tabela 9.   
 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Otimização do preparo das amostras 
 
O gráfico de Pareto mostrado na figura 19 foi traçado em função dos resultados 
obtidos para as três variáveis envolvidas, bem como suas interações. A magnitude 
dos efeitos está representada pelas colunas e a linha transversal indica o significado 
estatístico para p=0,05, ou seja, os fatores que extrapolam a linha transversal são 
estatisticamente significativos ao nível de confiança de 95%. Essa representação 
além de possibilitar a interpretação dos resultados considerando todos os 
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parâmetros experimentais envolvidos, fornece ainda, os efeitos das possíveis 
interações entre as variáveis selecionadas. 
 
Assim, pode-se observar que as variáveis não se apresentaram estatisticamente 
significativas dentro da faixa escolhida para o estudo. Agentes estabilizantes, como 
o Triton X-100  (C14H22O(C2H4O)n), são amplamente utilizados em análise de 
suspensões, uma vez que o material sólido suspenso pode sofrer uma rápida 
sedimentação e afetar diretamente a exatidão e precisão dos resultados 
(MAGALHÃES & ARRUDA, 1998). De acordo com a figura 19, a concentração do 
surfactante Triton X-100 não afetou significativamente os valores de absorbância no 
intervalo investigado. Além disso, a adição desse reagente também não forneceu a 
estabilidade adequada à suspensão durante as análises e portanto, optou-se por 
não utilizá-lo.  
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Figura 19. Gráfico de Pareto obtido para as variáveis envolvidas no preparo das suspensões de 
pimenta-do-reino. 
 
A massa de amostra a ser utilizada também foi avaliada, pois o uso de uma grande 
quantidade de amostra pode causar uma remoção ineficiente da matriz, além de 
sinais de fundo elevados e baixa sensibilidade. Por outro lado, pequenas 
quantidades de amostra podem não ser homogêneas e representativas  
(VIRGILIO et al., 2012). De acordo com a figura 19, a massa de amostra pesada, 
apesar de não ser estatisticamente significativa no intervalo escolhido, apresentou 
massa 
 
CTriton X-100xmassa 
 
CTriton X-100x tsonicação 
 
CTriton X-100 
 
 
tsonicaçãoxmassa 
 
tsonicação 
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um efeito negativo no sinal de absorbância. Isso pode ser justificado pela perda na 
estabilidade da suspensão a medida que são utilizadas massas maiores de amostra 
no seu preparo. Assim, uma massa intermediária foi escolhida (30 mg) de forma que 
o analito pudesse ser quantificado e que a sedimentação não ocorresse tão 
rapidamente.  
  
Pode-se observar ainda, que a agitação ultra-sônica, muito utilizada para 
potencializar a extração parcial da espécie de interesse para a fase líquida em 
suspensões preparadas em meio ácido (MAGALHÃES & ARRUDA, 1998), também 
não apresentou melhora nos valores de absorbância, e optou-se por não realizar 
essa etapa a fim de reduzir o tempo gasto no preparo das amostras.  
 
Por fim, o gráfico de Pareto mostrou que os efeitos das interações das três variáveis 
envolvidas no preparo das suspensões não foram estatisticamente significativos nos 
intervalos estudados, de modo que o preparo das suspensões consistiu apenas na 
pesagem de 30 mg de amostra seca, na adição de 1 mL de HNO3 0,2% v v
-1 e 
posterior agitação mecânica. 
 
Cabe ressaltar que o HNO3 foi utilizado como diluente, porém sua concentração não 
foi avaliada. Isso porque devemos considerar que de acordo que utilizamos soluções 
mais ácidas, a vida útil do tubo é diminuída (MAGALHÃES et al., 1999). Sendo 
assim, optou-se em fixar sua concentração em 0,2% v v-1. 
 
4.2. Modificadores químicos e curvas de pirólise e atomização 
 
Nesse estudo, foram avaliadas separadamente as influências da adição de dois 
modificadores químicos, o NH4H2PO4 e a mistura Pd+Mg(NO3)2. O NH4H2PO4 é 
amplamente utilizado como modificador químico na determinação de Pb, enquanto 
que a mistura paládio-magnésio apresenta bom desempenho para a grande maioria 
dos elementos determinados por GF AAS, sendo considerado um modificador 
universal (Welz et al., 1992). 
 
Resultados preliminares mostraram que a adição de 5 μL de qualquer um dos dois 
modificadores químicos às amostras de pimenta-do-reino ou ao MRC estabilizou 
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termicamente o Pb até temperaturas muito elevadas. No entanto, baixas 
recuperações do analito foram obtidas, sugerindo que durante a etapa de 
atomização o Pb não foi totalmente volatilizado e comprovando uma baixa eficiência 
no processo. 
 
Diante disso, foi realizado um estudo do comportamento térmico do analito na 
ausência dos modificadores químicos, por meio da construção de curvas de pirólise 
e atomização com as amostras em suspensão. A temperatura de atomização, Ta, foi 
fixada de acordo com as informações recomendadas pelo fabricante do 
equipamento (1500º C) e variações positivas de 100°C eram feitas na temperatura 
de pirólise, Tp. Estabelecida a melhor Tp, variações de 100° C eram feitas em Ta, 
estabelecendo assim sua temperatura ótima. 
 
 
Figura 20. Curvas de pirólise  e atomização para Pb em amostras de pimenta-do-reino na ausência 
de modificadores químicos. 
 
As curvas apresentadas na figura 20 revelaram Tp e Ta ótimas em 800ºC e 1600ºC, 
respectivamente. Nessas temperaturas, um sinal de atomização agudo e com sinais 
de fundo relativamente baixos foi obtido no tempo de integração de 5 s (Figura 21).  
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Figura 21. Perfil de absorbância típico de Pb em amostra de pimenta-do-reino na ausência de 
modificadores químicos. AA - Sinal referente a absorbância do analito, BG -  sinal de fundo.  
 
Apesar de ser um elemento com características voláteis, o Pb não sofreu perdas 
significativas de sensibilidade na ausência de modificadores químicos. Logo, a 
análise das amostras em suspensão foram realizadas sem a adição de 
modificadores químicos. O programa de aquecimento otimizado para a 
determinação de Pb nas amostras está apresentado na tabela 9. 
 
4.3. Calibração 
 
Para avaliar a relação entre a concentração do analito e a absorbância integrada 
medida, foram utilizadas curvas analíticas construídas a partir de padrões aquosos e 
pelo método de adição de analito. Na tabela 11 são apresentadas as equações das 
retas resultantes da regressão linear dos dados e o coeficiente de determinação 
frente a cada uma das técnicas de calibração acima mencionadas. 
 
Tabela 11. Comparação entre as equações das curvas e os coeficientes de determinação obtidos 
pelos dois métodos de calibração. 
Calibração Equação da curva R
2
 
Padrão aquoso y = 0,0039x - 0,0015 0,9994 
Adição de analito y = 0,0042x + 0,0134 0,9977 
 
Interpretando os parâmetros das curvas analíticas, pode-se afirmar que ambas 
resultaram numa boa linearidade, representada pelos seus coeficientes de 
determinação (R2), que foram superiores a 0,99 para a faixa de concentração 
estudada. 
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Quando comparados os coeficientes angulares obtidos para as duas curvas 
analíticas, foi possível avaliar o efeito causado pela matriz da amostra. A razão entre 
os coeficientes angulares ficou próxima a 1 (=1,07), indicando que não há efeitos de 
matriz pronunciados e permitindo a calibração do espectrômetro a partir de padrões 
aquosos. A concordância entre os coeficientes angulares das curvas pode ser 
atribuída à adequada otimização do programa de aquecimento (NOMURA et al., 
2008).  
 
4.4. Figuras analíticas de mérito 
 
Após o estabelecimento das condições ótimas de análise, foram estabelecidas as 
figuras analíticas do procedimento proposto. 
 
4.4.1. Limite de detecção e quantificação 
 
Os limites de detecção e de quantificação foram calculados de acordo com a 
orientação da IUPAC. Os valores de LD e LQ obtidos estão apresentados na tabela 
12. O limite de detecção obtido foi apropriado para determinação de chumbo por GF 
AAS e compatível com estudos que fizeram uso de suspensões. Santos et al. (2002) 
propuseram um método de análise de alimentos, segundo os autores, o LD obtido foi 
0,75 µg L-1. Fortunato et al. (2012) propuseram um método de análise de plantas 
medicinais, o LD reportado foi 1,22 µg L-1. De Oliveira et al. (2013) propuseram um 
método de análise de amostras de mandioca, cujo LD foi 0,02 µg g-1.  
 
Tabela 12. Valores de LD e LQ (n=10) obtidos pelo método proposto. 
Parâmetro Resultado 
LD (µg L
-1
) 0,77 
LD (µg g
-1
) 0,026 
LQ (µg L
-1
) 2,55 
LQ (µg g
-1
) 0,085 
 
Como esperado, o limite de detecção obtido pelo método proposto foi superior 
àqueles reportados para a análise direta do sólidos. Baysal e Akman (2011) 
analisaram diretamente amostras de pimenta-do-reino sólidas, obtendo um LD de 
0,4 ng g-1. Silvestre e Nomura (2013) propuseram um método de análise direta de 
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amostras de arroz, obtendo um LD de 0,016 µg g-1. Apesar disso, o LD encontrado é 
suficientemente baixo para determinar Pb nas amostras de pimenta-do-reino. 
 
4.4.2. Estimativa da exatidão 
 
A exatidão de um método analítico foi verificada a partir da análise de materiais de 
referência certificado (MRC Agro C1003a – Folha de tomate), de testes de adição e 
recuperação e da utilização de métodos comparativos. 
 
4.4.2.1. Análise MRC 
 
A partir da análise do material de referência certificado, foi possível concluir que o 
valor certificado e o encontrado (Tabela 13) foram concordantes entre si quando o 
teste t-Student, para um nível de confiança de 95%, foi aplicado. 
 
Tabela 13. Concentração (média ± desvio padrão, n=3) de Pb obtida no material de referência 
certificado pelo método proposto.  
MRC Pb 
Agro C1003a – Folha de tomate 
Valor certificado  (µg g
-1
) 3,67 ± 0,55 
Valor encontrado  (µg g
-1
) 3,45 ± 0,22 
 
4.4.2.2. Testes de adição e recuperação 
 
Adições de diferentes concentrações de padrão aquoso de Pb (12,5; 25,0 e  
50,0 µg L-1) na matriz em estudo foram realizadas a fim de identificar possíveis 
perdas e/ou interferências durante as análises. As porcentagens de recuperação 
variaram entre 91,0 e 102%. Essa faixa é compatível com os critérios de aceitação 
sugeridos pela Associação Oficial de Química Analítica (AOAC, 2012), que é de 80 a 
110% para os níveis de concentração investigados. 
 
4.4.2.3. Métodos comparativos 
 
Por fim, o método proposto foi aplicado a três amostras de pimenta-do-reino 
comerciais e os resultados encontrados foram comparados com àqueles obtidos por 
meio de procedimentos que empregaram a decomposição ácida das amostras e 
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detecção por GF AAS e ICP-MS. Os resultados obtidos para as três amostras de 
pimenta-do-reino comerciais estão apresentados na tabela 14.  
 
Tabela 14. Comparação dos resultados (média ± desvio padrão, n=3) obtidos por diferentes 
metodologias. 
Amostras 
Concentração de Pb (µg g
-1
) 
Suspensão 
(GF AAS) 
Decomposição 
(ICP-MS)* 
Decomposição 
(GF AAS)** 
RSD (%) 
AM 1 0,26 ± 0,03 0,22 ± 0,03 0,24 ± 0,05 9 
AM 2 0,14 ± 0,01 0,11 ± 0,01 <LQ 18 
AM 3 0,10 ± 0,03 0,09 ± 0,01 <LQ 12 
*LQ= 0,002 µg g
-1
   
**LQ= 0,18 µg g
-1
 
 
Pode-se inferir que o método proposto neste trabalho apresentou sensibilidade 
significativamente maior quando comparado com método de decomposição e 
posterior detecção por GF AAS, uma vez que o Pb foi quantificado em apenas uma 
das três amostras analisadas.  
 
Em adição, apesar da técnica de ICP-MS ser mais sensível que a GF AAS, os 
valores obtidos pelo método proposto e pelo método de decomposição e detecção 
por ICP-MS foram concordantes ao nível de 95% de confiança quando o teste t-
Student foi aplicado. Indicando que o método desenvolvido é suficientemente 
sensível para a detecção de Pb em amostras de pimenta-do-reino, sendo inclusive 
menores que os limites máximos estabelecidos pelos órgãos normatizadores.  
 
Diante dos resultados obtidos, pode-se inferir que a metodologia desenvolvida 
apresenta boa exatidão, segurando a confiabilidade dos resultados analíticos que é 
imprescindível na análise de alimentos. 
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4. CONCLUSÃO   
 
A metodologia desenvolvida para a determinação de Pb nas amostras de pimenta-
do-reino apresentou simplicidade e rapidez em suas etapas experimentais. O 
procedimento baseado na amostragem de suspensão proporcionou menor custo, 
menor risco de contaminação das amostras e uso reduzido de reagentes quando 
comparado a métodos tradicionais de preparo de amostra, como a decomposição 
ácida.  
 
O método desenvolvido também forneceu baixos limites de detecção e 
quantificação, boa sensibilidade e permitiu a calibração por meio de padrões 
aquosos. 
 
A metodologia proposta apresentou uma boa exatidão (p <0,05) em relação à 
análise do material de referência certificado, à aplicação de métodos comparativos e 
aos testes de adição e recuperação, sendo adequado para aplicações em análises 
de rotina.  
 
Diante do exposto, a determinação de Pb em pimenta-do-reino através da 
amostragem de suspensões combinada à espectrometria de absorção com forno de 
grafite (GF AAS), se apresenta como uma alternativa aos procedimentos tradicionais 
de análise e pode ser estendida para outros elementos traço presentes em pimenta-
do-reino.  
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